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Weitere Untersuchung der Gonaden von Rhizostoma 
Cuvieri.') -. 
Von 
Dr. Felix Haurowitz, Assistent f. med. Chemie. 


(Aus dem med.-chem. Institut der Prager deutschen Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1922.) 


Vor kurzem habe ich meine Untersuchungen iiber das 
Fett (Atherextrakt) der Gonaden von Rhizostoma Cuvieri mit- 
geteilt.') Ich habe nun versucht, die Zusammensetzung der 
Riickstinde, welche von dieser Extraktion iibriggeblieben waren, 
zu charakterisieren, da es unter den gegenwirtigen Verhilt- 
nissen nicht méglich war, ein neues und gréBeres Material zu 
beschaffen. Wenn aus letzterem Grunde die Untersuchung in 
mancher Hinsicht nicht eine liickenlose ist, so diirften die er- 
haltenen Ergebnisse doch von Interesse sein, zumal iiber die 
Quallen nur wenig chemische Untersuchungen vorliegen. 

Das vom Fett (vgl. die erste Abhandlung) befreite Unter- 
suchungsmaterial wurde vorerst mit Athylalkohol, dann mit 
Wasser erschépfend extrahiert; iiber diese Extrakte und iiber 
den ungelésten Riickstand von denselben wird im folgenden 
getrennt berichtet. 


A. Alkoholextrakt. 


Der durch Schiitteln mit Ather erschépfte Alkoholextrakt 
wog 136,2 ¢g, war in Alkohol und Wasser leicht léslich und 
reagierte stark sauer. Zur Neutralisation von 10 ccm einer 


*) Vgl. auch Haurowitz, Diese Zs. Bd. 112, S. 28 (1921); Zeynek, 
Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 582 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 10 
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10°/, igen Lésung gegen Lackmus waren 4,2 ccm n-Barytlésung, 
gegen Phenolphthalein weitere 4,5 ccm notwendig. Um die 
veresterude Wirkung der freien Schwefelsiiure hintanzuhalten, 
wird diese durch einen geringen UberschuB wibriger Ba(Cl,- 
Lésung ausgefallt und die filtrierte Lésung mit Wasser auf 
1 Liter aufgefiillt. Der durch Filtration getrennte BaS0O,- 
Niederschlag war durch adsorbierten Farbstoff stark verunreinigt; 
er wog nach dem Gliihen 1,67 g. 

Die sulfatfreie alkoholisch-wifrige Lésung wurde im Va- 
kuum eingedampft. Aus 10 ccm Lésung wurden 1,362 ¢ 
Trockenriickstand erhalten. Die zihe dunkelbraune Schmiere 
war in Chloroform, Amylalkohol, Benzol und Essigither voll- 
kommen unldslich; in absolutem Alkohol léste sich der gréBbte 
Teil, doch enthielt der Riickstand noch reichlich organische 
Substanz, und es gelang nicht, auf diese Weise erfolgreich zu 
fraktionieren. 

Aschenanalyse. 50ccm der Lésung (= 6,81 g) gaben 
0,3340 g wasserléslicher Asche, die sauer reagierte und aus 
Chloriden, Sulfaten und Phosphaten bestand; an Kationen 
wurden K, Na, Mg und etwas Ca nachgewiesen. Der wasser- 
unlésliche Aschenriickstand war auch in HCl unldslich; er be- 
stand nur aus BaSQ,. 

Gesamt-P-Gehalt: 0,712°/,; Gesamt-N: 4,42°/,; S-Gehalt 
nach Entfernung des Sulfatschwefels: 1,63°/,. 


Belege: 1,362 g Substanz (= 10 cem Lésung) ergaben 0,0348 
(0,0349) g Mg,P,0,, d. i. 0,0097 (0,0097) g P oder 0,712°/, P. 

1,362 g brauchten nach Kjeldahl]! zur Neutralisation einer Vorlage 
von 50 ecem n/10-H,SO, 7,3 (6,6) cem n/10 KOH. Demnach N-Gehalt 
0,0598 (0,0608) g N oder 4,39 (4,45)°/. N. 

1,362 g wurden mit Soda und Salpeter verascht, die Salpetersiiure 
mit HCl abgeraucht, dann mit BaCl, gefallt. Der gegliihte Riickstand 
enthielt 0,1602 (0,1644) g BaSO,, d. i. 0,0220 (0,0225) g oder 1,61 (1,65)°/, 8. 

Organische Substanz. Die qualitative Untersuchung 
ergab die Abwesenheit von Kohlehydraten (keine Reduktion 
von Fehling nach Hydrolyse), Indolderivaten (Farbreaktionen 
negativ), Phosphatiden (keine Fettsiureabspaltung nach Ver- 
seifung); es fehlten ferner Cystin (Schwefelbleiprobe), Tryptophan 


(Farbreaktionen), Hippursiure (kein Nitrobenzolgeruch nach 
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Nitrierung) und die stickstoffreien organischen Siuren mit un- 
léslichem Kalksalz, wie Weinsiure, Citronensiure, Oxalsiure 
(im Filtrat der PWS-Fallung kein unldsliches Kalksalz); ab- 
wesend waren auch Harnstoff (keine Fallung mit Merkurinitrat 
im Filtrat der PWS-Fallung*), Harnsiure und Purinbasen 
(Verhalten gegen Silberlésung), Kreatin und Kreatinin (keine 
Rotfirbung mit Pikrinsiure). Die Xanthoproteinprobe war 
negativ, dagegen Millon und Biuretreaktion deutlich positiv. 
Alkaloidreagentien riefen Fallung hervor, auch waBrige Tannin- 
lésung. Es waren nachweisbar: fliichtige Amine, Atherschwefel- 
siuren, Glycerin (durch Auftreten von Acrolein bei trockener 
Destillation mit Kaliumsulfat). 

Fliichtige Basen. Zur Bestimmung derselben wurden 
100 ccm Lésung im Vakuum vom Alkohol befreit, mit CaO,H, 
versetzt und durch die auf 40° erwarmte Lésung nach Denis?) 
Luft geleitet. Die in 50 ccm n/10-H,SO, aufgefangenen Basen 
wurden mit n/10-KOH titriert; es wurden 10,2 ccm verbraucht, 
entsprechend 55,7 mg N, d. i. 0,408°/,. Nach Zusatz von etwas 
iiberschiissiger H,SO, wurde am Wasserbade eingeengt und 
nach der Methode von Woodward und Alsberg’) mit einer 
gestellten Lésung von HgJ,-KJ quantitativ gefallt. Der gelbe 
krystallinische Niederschlag zeigte bereits nach einmaligem 
Umkrystallisieren den verlangten Schmelzpunkt des Trimethyl- 
amindoppelsalzes von 136°, ein Beweis fiir die Abwesenheit 
von Triithylamin. Der Niederschlag wurde mit NaOH und 
Na,S versetzt, destilliert und in 20 ccm n/10-H,SO, aufgefangen; 
zur Riicktitration wurden 15,1 ccm n/10-KOH verbraucht; 
daraus berechnet Trimethylamingehalt zu 28,9 mg oder 0,212°/, 
des Alkoholextrakts, bzw. Trimethylamin-N zu 0,050°/,. 


Dieses Verfahren wurde der direkten Titration nach Woodward 
und Alsberg vorgezogen, da diese wie die meisten Titrationen nach 
dem Prinzip ,,solange bis keine Triibung mehr entsteht,“ unscharfe Re- 
sultate gab. 





1) Die verwendete Phosphorwolframsaure (oben und im folgenden 
mit PWS bezeichnet) gab mit 1°/,iger Harnstofflésung keine Fallung. 
*) Denis, Am. biochem. soc. Bd. 8, 8S. 427 (1910/11). 
3) Woodward u. Alsberg, Am. Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S.1 (1921). 
10* 
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Das Filtrat des Trimethylaminniederschlags wurde mit 
NaOH und Na,S destilliert, in verdiinnter H,SO, aufgefangen, 
mit Soda vorsichtig neutralisiert, am Wasserbade eingedampft 
und mit Alkohol extrahiert. In den Alkohol gingen nur ganz 
geringe Spuren von Substanz iiber. Sie gaben keine Fallung 
mit konz. KJ, (nach Bertheaume), wohl aber eine schwache 
Isonitrilreaktion; es diirfte sich um Spuren von Monomethy]- 
amin handeln.!) Der alkoholunldésliche Teil enthielt bloB Am- 
monsulfat. DaB bereits freies Trymethylamin in der Lésung 
priformiert war und nicht etwa erst bei der Erwirmung in 
Freiheit gesetzt wurde, zeigte ein Versuch, bei dem es gelang, 
nach Zusatz von Barytwasser Trimethylamin in der Kilte mit 
Ather auszuschiitteln. 

Phosphorwolframsdureniederschlag. 50 ccm der 
Ausgangslésung wurden im Vakuum am Wasserbade von A\l- 
kohol befreit,?) in Wasser gelést und mit einem UberschuB in 
HCl geléster PWS versetzt; nach Erwirmung am Wasserbade 
wurde 48 Stunden stehen gelassen, dann filtriert und mit PWS 
gewaschen. Der Niederschlag — etwa 18 g — wurde mit 
Barytwasser in bekannter Weise zersetzt, filtriert und der iiber- 
schiissige Baryt durch CO, und schlieBlich H,SO, entfernt. 
Das mit HCl schwach angesiuerte Filtrat hinterlie8 beim Ein- 
dampfen am Wasserbad eine dunkel gefairbte, zihe Schmiere, 
die in H,O oder Alkohol leicht léslich war. Thre wibrige 
Lésung gab deutlich die Millonsche und die Biuretreaktion 
und war S-frei. Sie wurde nach E. Fischer und P. Bergell*) 
mit f-Naphthalinsulfochlorid (@-NSCl), das in Ather gelist 
wurde, bei alkalischer Reaktion geschiittelt, um auf diese Weise 
primaire und sekundire Amine von den tertiiiren und den 
Ammoniumbasen zu trennen. Nach 4stiindigem Schiitteln 





1) Bertheaume, C. R. Bd. 150, 8. 1251 (1910). 

*) Das dabei auftretende starke Schiiumen, das vorerst in keiner 
Weise zu beseitigen war, verschwand vollkommen, wenn die wiibrige 
Lisung vorher im Schwarzschen Milchsiureextraktionsapparat (Fre- 
senius, Bd. 23, S. 368) durch Ather von den letzten Spuren Fett befreit 
wurde, die durch Schiitteln der ungelésten Substanz nicht entfernt 
worden waren. 


8) Fischer u. Bergell, Chem. Ber. Bd. 35, S. 3779 (1902). 
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wurde die von der Atherschicht getrennte, klare alkalische 
Lésung mit HCl angesiiuert und der ausgeschiedene flockige 
Niederschlag abfiltriert. 

Im Filtrat wurde Betain nachgewiesen. Zu seiner Iso- 
lierung wurden die fliichtigen Basen, wie oben angegeben, 
durch Lufteinblasen entfernt, die dann angesiuerte Lésung am 
Wasserbade eingedampft, der Riickstand mit Alkohol extrahiert 
und nach Schulze?) mit alkoholischer Sublimatlésung versetzt. 
Im Eisschrank setzte sich langsam eine krystallinische Fallung 
ab, die durch H,S zerlegt wurde. Das durch Eindampfen des 
HgS-Filtrats gewonnene Hydrochlorid wurde durch KJ, nur 
in saurer Lésung (Stanék?) gefallt, war in abs. Alkohol un- 
léslich (Schulze und Frankfurt’) und zeigte nach Zusatz 
von Platinchlorid und NaJ unter dem Mikroskop typische 
schwarze Rechtecke (Behrens‘). Mit Natron erhitzt lieferte 
es ‘T'rimethylamin. 

Der beim Ansiiuern der #-NS-Verbindungen ausfallende 
Niederschlag enthielt die Biuretreaktion gebenden Kérper. Da 
dieselben alkoholléslich und durch Sublimatlésung faillbar waren, 
gelang es nicht, sie unter Umgehung der Behandlung mit 
8-NSCl von den Basen zu befreien und rein darzustellen, 
Durch £-NSCl wurden sie quantitativ entfernt, denn das Filtrat 
gab weder die Millonsche, noch die Biuretreaktion; doch ge- 
lang es trotz 3maligem Lésen in KOH und Umfallen mit HCl 
nicht, die #-NS-Verbindung krystallinisch zur Ausscheidung zu 
bringen. Vielmehr resultierte stets eine dunkel gefiirbte, schmie- 
rige Substanz. In Ather war dieselbe unldslich, leicht léslich 
dagegen in Alkohol oder Aceton. Die klare alkoholische 
Lésung hinterlie8 nach langsamem Abdunsten einen bernstein- 
gelb gefirbten, glasklaren Riickstand. Er wurde nach Abder- 
halden') mit 10°/,iger H,SO, hydrolysiert. Kin kleiner Teil 





) Schulze, Diese Zs. Bd. 60, S. 156 (1909). 

?) Stanék, Diese Zs. Bd. 47, S. 83 (1906); Bd. 48, S. 334 (1906). 

8) Schulze u. Frankfurt, Chem. Ber. Bd. 26, S. 2152 (1893). 

*) Behrens, a, a.O. u. Rosentaler, Der Nachweis org. Verbb., 
S. 644 (1914). 

*) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 114, S. 295 (1921). 
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der #-NS-Verbindung blieb als dunkle, zihe, in Wasser und 
Ather unlésliche Schmiere zuriick, vermutlich ein Gemenge 
verschiedener #-NS-Verbindungen. In der schwefelsauren 
Lésung konnten nach Entfernung der Schwefelsiure durch 
BaCl, Glutaminsiure durch Ausfallen des Hydrochlorids, Ty- 
rosin durch Auskrystallisieren bei Neutralisation nachgewiesen 
werden, ferner Alanin durch den Siedepunkt des Esters und 
Verhalten des Pikrats, Leucin durch die Schwerléslichkeit und 
sein Cu-Salz, schlieBlich Arginin durch sein Verhalten gegen 
PWS, Barytsilberlésung und Mercurisulfat. Histidin und Lysin 
fehlten, ebenso Glykokoll. Das Ergebnis der Hydrolyse und 
die Biuretreaktion deuten auf einen oder mehrere peptidartige 
Kérper, ihre Léslichkeit in Alkohol wie auch zum kleinen 
Teil in Atheralkohol auf niederes Molekulargewicht derselben. 
Darauf l4Bt auch nach Wolff ) die Nichtfillbarkeit durch 
Metaphosphorsiure schlieBen. 

Filtrat des PWS-Niederschlags. Das mit den Wasch- 
wassern vereinigte Filtrat des PWS-Niederschlags zeigte eine 
schwach rotviolette Farbung, die beim Stehen zunahm; nach 
Abderhalden?’) soll daraus erfahrungsgemaéB auf die An- 
wesenheit von Tryptophan zu schlieBen sein. Doch konnte 
dieses weder durch Brom, noch durch die Glyoxylreaktion 
nachgewiesen werden. Dagegen zeigte die Liésung deutlich die 
Millonsche und die Biuretprobe und enthielt — wie eine 
Lassaignesche Probe zeigte — reichlich Schwefel, ohne dab 
Sulfate, Taurin oder Cystin nachzuweisen waren. Durch §-NSCl 
konnte wieder ein Reaktionsprodukt erhalten werden, das den 
biureten Koérper enthielt. Um iiber die Zusammensetzung des- 
selben ein Bild zu gewinnen, wurde wiederum nach Abder- 
halden (l.c.) mit 10°/,iger H,SO, gekocht; der dabei ungelost 
gebliebene Teil war diesmal — im Gegensatz zu der gleichen 
Prozedur an dem durch PWS fiallbaren Kérper — in Ather 
leicht léslich. Aus 50 com der Ausgangslésung wurden 0,642 g 
der §-NS-Verbindung erhalten. Die wifrige Lisung des Hy- 





1) Wolff, Ann. méd. Bd. 10, S. 185 (1921) a’a. O. u. KongreB-Zbl. 
f. inn. Med. Bd. 22, S. 75 (1922). 
*) Abderhalden, Diese Zs, Bd. 114, 8. 295 (1921). 
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drolysats zeigte weder Millonsche, noch Biuretreaktion; sie 
enthielt reichlich Leucin, welches durch die Isoamylaminreaktion, 
das Verhalten des Cu-Salzes und mikroskopisch durch seine 
Krystalle nachgewiesen wurde. Neben Leucin waren keine 
anderen Aminosaéuren nachweisbar. Da vor der Behandlung 
mit f-NSCl die Millonsche Reaktion stark positiv war, nach 
der Sulfonierung jedoch negativ, mu8 angenommen werden, 
daB das bei der Hydrolyse erhaltene atherlisliche 8-NS-Derivat 
aus B-NS-Tyrosin besteht und daB der biurete Kérper als ein 
aus Tyrosin und Leucin zusammengesetztes niederes Peptid 
aufzufassen ist. Auf eine genaue Analyse des erhaltenen 
itherléslichen Produkts wurde verzichtet, da Krystalle nicht 
erhalten werden konnten. Die Analyse des wasserunléslichen 
Bariumsalzes ergab annahernd ein Molekulargewicht, daB dem 
f-NS-Tyrosin entspricht. Die Anwesenheit freier Aminosiuren 
im Filtrat des PWS-Niederschlags ist nicht anzunehmen, denn 
es fanden sich vor der Hydrolyse keinerlei atherlésliche 8-NS- 
Verbindungen. 

Das Filtrat der 8-NS-Verbindung wurde eingedampft und 
zum Nachweis des Glycerins mit Atheralkohol extrahiert. 
Der Extrakt wurde eingedampft, in Wasser gelést und in alka- 
lischer Lésung nach Dietz!) mit Benzoylchlorid geschiittelt; 
das isolierte Tribenzoin hatte nach Umkrystallisieren aus 
Petrolither den verlangten Schmelzpunkt 71° Die Anwesen- 
heit von Glycerinphosphorsiure ergibt sich daraus, da8 
einerseits nicht aller Phosphor durch Barytwasser in alkalischer 
Lésung gefallt wurde, und andrerseits daraus, daB der nicht 
fillbare Phosphor stets in Verbindung mit Glycerin vorgefunden 
wurde. 

Der organisch gebundene Schwefel konnte nach Kochen 
mit HCl vollstiindig mit Chlorbarium ausgefillt werden. Bei 
der oben beschriebenen Arbeitsmethode mit PWS und 8-NSCl 
gelang es jedoch nicht, eine gepaarte Schwefelsaure zu 
isolieren. Vielmehr zersetzte sich bei der stark sauren Reak- 
tion der PWS-Fiallung der gesuchte Kérper und verflichtigte 





) Dietz, Diese Zs, Bd. 11, S. 482 (1887). 
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sich mit den Wasserdimpfen. Zur Isolierung mufte daher in 
alkalischer Lésung gearbeitet werden. 50 ccm der Ausgangs- 
lésung wurden mit Hg-acetat und Na,CO, bis zum Auftreten 
der Gelbfairbung versetzt; der teilweise kolloidale Niederschlag 
wurde durch Erwiarmen auf etwa 70° ausgefillt, filtriert, im 
Filtrat die Sulfate durch BaCl, ausgefillt, neuerlich filtriert, 
durch CO, von Baryt befreit, neutralisiert, am Wasserbade 
eingedampft. Der erhaltene farblose Riickstand gab beim 
Kochen mit HCl Fallung mit BaCl,; mit FeCl, trat Dunkel- 
farbung in verdiinnter Lésung ein, mit Brom weifgelbliche 
Fallung; ammon. Silberlésung wurde nicht reduziert, nach 
Behrens?) ein Hinweis auf das Fehlen von Polyphenolen; es 
wurde nach Behrens (a. a. O.) in essigsaurer Lisung nitriert 
und reichlich dunkelrote nitrierte Verbindung des p-Kresols 
erhalten, daneben in kleiner Menge o-Dinitro-Kresol. Phenol 
und m-Kresol fehlten. 

Quantitative Verhiltnisse. Die qualitative Analyse 
hatte die Anwesenheit folgender Stoffe ergeben: Betain, Tri- 
methylamin, Spuren von Monomethylamin, ein oder mehrere 
durch PWS fiallbare Peptide, ein durch PWS nicht fallbares 
Peptid, Glycerophosphorsiure, p- und o-Kresolschwefelsiure. 
Um einen ungefaihren Anhaltspunkt iiber die Verteilung dieser 
Stoffe zu gewinnen, wurde der Betain-N und der durch PWS 
fillbare N bestimmt. Daraus ergab sich dann die folgende 
Aufstellung: 

0,050°/, Trimethylamin-N (s. 0.) 

0,358°/, NH,-Stickstoff (s. 0.) 

1,97°/, Betain-N 

0,242°/, Peptid-N 

2,62°/) N durch PWS fallbar 

5007), ew » nicht gefallt (Peptid) 
4,42°/, Gesamtstickstoff. 








Belege: Die PWS-Fillung aus 1,362 g Substanz wurde nach 
Kjeldahl oxydiert; 50 ccm vorgelegter n/10-H,SO, verbrauchten 24,7 
(24,4) cem n/10 KOH; danach N-Gehalt 35,5 (35,8) mg oder 2,60 (2,63) 
im Mittel 2,62°/,. 





1) Behrens, Fres. Zs. Bd. 42, S. 141 (1902). 
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1,262 g Substanz wurden mit PWS gefiillt, der Niederschlag in 
NaOH gelést und mit §-NSCI geschiittelt; es wurde dann durch HCl 
gefillt, filtriert, im Filtrat die fliichtigen Basen durch Lufteinleitung 
entfernt und im Riickstand der Betain-N durch Kjeldahloxydation be- 
stimmt. 50 ecem n/10-H,SO, verbrauchten 30,7 (31,1) cem n/10-KOH 
entsprechend 27,1 (26,5) mg oder 1,99 (1,94) °/), im Mittel 1,97°/, Betain-N. 

Sekundire Produkte. Die Ergebnisse der qualitativen 
und quantitativen Analyse bediirfen insofern einer Korrektur, 
als sich Verbindungen vorfinden, die zweifellos sekundirer 
Natur sind. So stammt das reichlich vorhandene Glycerin und 
die Glycerinphosphorséure aller Wahrscheinlichkeit nach aus 
einem lecithinahnlichen Phosphatid und erklirt so die ungewéhn- 
lich hohe Zahl der freien Fettsiiuren und das Vorkommen von 
Cholin im Atherextrakt (vgl. meine Mitteilung diese Zeitschr. 
Bd. 112, 8. 29). 


B. Wasserextrakt. 


Aschenanalyse. Dernach Alkoholextraktion verbleibende 
Riickstand der Gonaden wurde mit Wasser verriihrt und filtriert, 
der Filterriickstand mit Wasser gewaschen. Die Waschwisser 
samt Filtrat wurden am Wasserbad eingedampft, nachdem sie 
vorher durch Barytwasser neutralisiert worden waren. Der 
Kindampfriickstand war gréBtenteils anorganisch; er enthielt 
das bei der Fraktionierung zugesetzte Ammonsulfat (siehe meine 
oben zitierte Mitteilung), ferner 36,4°/, Asche, und zwar 25,2°/, 
wasserlislich, 3,5°/, HCl-léslich und 7,7°/, unldsliche. Quali- 
tativ wurden Cl, 8S, P, Na, K, Mg, Ca und Spuren Fe nach- 
gewlesen, ferner das zugefiigte Ba als BaSO,. 

Beleg: 10,2136 g Substanz wogen nach Trocknen bei 105° 8,9811 g; 
beim Veraschen resultierten 2,2600 g wasserléslich, 0,3187 g HCl-lislich 
und 0,6926 g unlésliche Asche, zusammen 38,2713 g. 


Qualitative organische Analyse. Die wiBbrige Liésung 
wurde durch CO, von Barium befreit, neuerlich filtriert und 
auf 900 ccm autgefillt. 10 ccm dieser Lésung gaben 1,50 g 
Kindampfriickstand. Die Lésung war frei von Sulfaten, enthielt 
keinen Thioschwefel (Bleischwarzung), keine Atherschwefelsiiuren 
(Kochen mit HCl und BaCl,), keinen Rhodanschwefel (FeCl,), 
wohl aber organisch gebundenen Schwefel (Lassaignesche 
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Probe positiv) Die Farbreaktionen auf Phenole mit Fe(l,, 
Formaldehydschwefelsiure, Millonschem Reagens und die 
Nitrosophenolreaktion nach Liebermann fielen negativ aus; 
die Diazoreaktion stark positiv. Biuretreaktion, Nitrosindolprobe, 
Pyrrolprobe und Murexidreaktion negativ, ebenso die J affésche 
Kreatininprobe und die Farbreaktionen auf Tryptophan. Die 
Ninhydrinprobe war positiv (rotviolett). PWS und PMoS gaben 
starke Fallungen, doch waren diese bloB auf NH, zu beziehen 
nicht auf Basen, da KJ,, KJ,Hg, KJ,Bi, Pikrinsiure und Tannin 
keine Fallung bewirkten, ebensowenig HgCl, und CdCl,. Die 
Zuckerproben mit Fehlingscher Lésung und mit Phenyl- 
hydrazin waren negativ, Tollenssche Silberlésung wurde beim 
Erwirmen langsam reduziert, mit ¢-Naphthol und konz. H,SO, 
entstand schwache Rotfirbung. Organisch gebundenes Halogen 
war nicht nachweisbar (Beilsteinsche Cu-Drahtprobe negativ 
nach vorheriger Entfernung der Haloide mit AgNO,). 

Diazoreaktion, Rotfirbung mit a-Naphthol und Silber- 
reduktion konnten auf den dunkelbraunen Farbstoff zuriick- 
gefihrt werden, der gréBtenteils durch das ausgefallte BaSO, 
und BaCQ, mitgerissen worden war. Der BaCO,-Niederschlag 
wurde dreimal mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen, dann 
in wenig HCl gelést. Die drei genannten Reaktionen traten 
nun viel deutlicher auf als in der vom Farbstoff nahezu be- 
freiten Liésung des Ausgangsmaterials. Die Michael-Ryder- 
sche!) Ketonprobe war negativ. Durch Kochen mit HCl bil- 
deten sich aus dem Farbstoff huminihnliche Substanzen; durch 
Einleiten von Chlor wurde die Lésung nicht verindert; Iso- 
lierung des adsorbierten Farbstoffs gelang nicht. Im ge- 
waschenen BaCO,-Niederschlag waren N und 8 nachweisbar, 
im BaSO,-Niederschlag bei Verbrennung am Platinblech Kohlen- 
stoff. Da die Gonaden urspriinglich nur schwach gelbbraun 
gefirbt waren, ist der dunkelbraune Farbstoff jedenfalls als 
sekundires Produkt aufzufassen. Er enthalt also — wenn man 
die genannten Reaktionen auf ihn allein bezieht — Stickstoff, 
Schwefel und eine oder mehrere Aldehydgruppen. 





1) Michael u. Ryder, Fres. Zs. Bd. 27, 8. 513 (1888); Am. chem. 
Jl. Bd. 9, S. 134. 
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200 ccm der Ausgangslésung wurden mit PWS und HCl 
gefillt, am Wasserbade erwirmt, 48 Stunden stehen gelassen 
und filtriert. Der Niederschlag war rein anorganisch (Am- 
moniumphosphorwolframat). Das farblose Filtrat gab die 
N-inhydrinreaktion, die Folinsche Polyphenolreaktion, und ent- 
hielt organisch gebundenen Schwefel. Ks wurde durch Ba(Cl, 
von iiberschiissiger PWS und durch Na,CO, von Barium befreit. 
Ein Teil wurde nach den Vorschriften von Fischer und 
Bergell') mit einer Aatherischen Lésung von f-NSCl unter 
Zusatz von NaOH geschiittelt, im Scheidetrichter getrennt, 
dann die klare waBrige Lésung mit HCl stark angesiuert. 
Es fielen keine Aminosiureverbindungen aus. Hierauf wurde 
zum Nachweis von Taurin nach Bergell?) mit Kochsalz ver- 
_setzt; der nunmehr ausfallende Niederschlag wurde abgesaugt, 
iiber H,SO, in vacuo getrocknet und aus 85°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert. Es wurden 0,0212 g etwa 2mm langer, schén 
krystallisierter Nadeln erhalten, die beim Trocknen deutlich 
Perlmutterglanz zeigten. Trotz des scheinbar einheitlichen 
Aussehens enthielten sie noch reichlich NaCl. Dementsprechend 
schmolzen sie auch nicht bei dem verlangten Schmelzpunkt 
des #-NS-Taurinnatrium, blieben vielmehr auch bei héherer 
Temperatur unzersetzt. Am Platinblech verbrannten sie mit 
ruBender Flamme unter Hinterlassung eines reichlichen an- 
organischen Riickstands, An Umkrystallisieren war bei der 
geringen Menge nicht zu denken. Dagegen ergab eine Be- 
stimmung des S, Na, Cl und N die fiir ein entsprechendes 
Gemenge von f-NS-Taurinnatrium und NaCl verlangten Zahlen, 
so da Taurin als nachgewiesen betrachtet werden kann. 

Belege: 9,2970 g @-NS-Verbindung (roh, nicht umkrystallisiert) 
wurden in 10,0 cem Wasser gelést und fiir die folgenden Untersuchungen 
je 1,0 ccm entnommen. 

0,0297 g verbrauchten bei der Mikrokjeldahlbestimmung und einer 
Vorlage von 3,0 ecm n/70-HCl 1,75 (1,85) cem n/70-KOH, enthieltem 
demnach 0,25 (0,23) mg N, d. i. 0,84 (0,78)°/, N. 

0,0297 g gaben bei der Cariusbestimmung 0,0440 (0,0429) g Ag(Cl, 
demnach 0,0145 (0,0141) g Cl, im Mittel 0,0143, d.i. 48,2°/,. 


1) Fischer u. Bergell, a. a. O. 
*) Bergell, Diese Zs. Bd. 97, S. 260 (1916). 
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0,0297 g gaben bei der Cariusbestimmung 0,0085 (0,0083) g BaSOQ,, 
demnach 0,0011 g 8, d.i. 3,9°/o. 

0,0297 g gaben beim Abrauchen mit H,SO, und schwachem Gliihen 
0,0278 (0,0293) g Na,SO,, demnach 0,0090 (0,0095) g Na, im Mittel 
0,0092 g d. i, 81,1°/,. 

Ein Gemenge von 80,1°/) NaCl und 18,9°/, 8-NS-Taurinnatrium 
enthiilt 0,81°/) N, 48,5 °/>) Cl, 3,7°/, S, 31,5°/, Na; gefunden (im Mittel) 
0,81°/, N, 48,2°/, Cl, 3,9°/, S, 31,1%, Na. 

Neben Taurin konnten im Filtrat vom PWS keine anderen 
organischen Substanzen nachgewiesen werden. Der die schwache 
Blaufiirbung (Folinsche Phenolreaktion) verursachende Kérper 
konnte nicht durch Bleizucker, wohl aber durch ammoniakali- 
schen Bleiessig gefillt werden. Seine Menge war jedoch zu 
gering, um eine Isolierung zu versuchen. Kine Mikrokjeldahl- 
bestimmung des Bleiessigniederschlags ergab N-Freiheit. Sein 
Verhalten gegen Bleiacetat, PWS und die Stickstoffreiheit lassen 
an Inosit denken. 

Der Tauringehalt des Wasserextraktes war 0,62°/,. 

Beleg: 20 ccm der Lésung (= 3,0 g) wurden eingedampft, 
in der Sodasalpeterschmelze zerstért und nach Behandlung mit 
HCl und BaCl, 0,0429 g BaSO, erhalten, entsprechend 0,0058 g 8 
oder 0,19°/, Taurinschwefel. 


C. Riickstand. 


Der in Ather, Alkohol und Wasser unldsliche Riickstand 
war amorph, braun gefirbt. Eine Aschenbestimmung in 
1,2538 g ergab 0,1135 g (= 9,8°/,) wasserlésliche, 0,0514 
(= 4,41°/,) wasserunliésliche und 0,0033 g (= 0,26°/,) HCl- 
unlésliche Asche. Qualitativ wurde Cl, SO,, PO,, ferner Na, 
Kk, Ca und spurenweise Fe nachgewiesen. Durch Extraktion 
mit stark verdiinnter Salzsiiure konnten die Salze gréften- 
teils entfernt werden, doch ging auch Eiweif8 in Lésung, 
so daB auf diese Fraktionierung verzichtet wurde. Sehr ver- 
diinnte NaOH (n/20) léste aus 10,0 g Substanz bloB 5,2 g. In- 
folge Denaturierung der Eiwei8kérper durch den bei der Ge- 
winnung verwendeten Alkohol ist aus der partiellen Alkalilés- 
lichkeit nur mit Vorsicht auf die Anwesenheit verschiedener 
Proteine zu schlieBen. 
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Die qualitative Untersuchung ergab die Abwesenheit 
yon Kohlehydraten sowie Glykoproteiden; die Biuretreaktion, 
Millonsche Probe, Xanthoproteinprobe und Schwefelbleiprobe 
waren positiv, die Tryptophanproben negativ. Nucleoproteide 
und ihre Spaltprodukte wurden nicht vorgefunden. Nach 10- 
stiindiger Hydrolyse mit 20°/, iger Salzsiure fanden sich neben 
reichlichen Huminstoffen Alanin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, 
Cystin, Glutaminsiiure, Arginin und Lysin. Sie wurden nach 
den iiblichen Methoden nachgewiesen (siehe auch bei Alkohol- 
extrakt). Glykokoll, Histidin und Tryptophan fehlten. Auf die 
Gegenwart von Prolin laBt das Ergebnis des untenstehenden 
Analyse nach van Slyke schlieBen. Infolge der geringen Menge 
gelang nicht seine Isolierung; doch gab das Gemenge der 
Monoaminosiuren nach Behandlung mit salpetriger Siure noch 
die Liebermannsche Nitrosoreaktion, die wohl auf die sekun- 
dire Iminogruppe des Prolins zuriickzufiihren ist. 

Durch quantitative Untersuchung wurde der Gehalt 
an Cl zu 1,23°/,, an S zu 7,12°/,, an P zu 0,32°/, ermittelt. 


Belege: 5,905 g Substanz wurden mit Soda und Salpeter oxydiert, 
die Schmelze in HNO, gelést und auf 100 cem aufgefiillt. In je 10 cem 
wurden die Sulfate und Phosphate bestimmt. Gefunden 0,3038 (0,3075) g 
BaSO,, bzw. 0,1201 (0,1134) g Ammonium -Phosphormolybdat (nach 
Finkener). Zur Cl-Bestimmung wurden 0,5870 (0,5963) g nach Carius 
aufgeschlossen. Gefunden: 0,0303 (0,0288) g Ag(Cl. 


Uber die Verteilung des Stickstoffes orientierte eine Be- 
stimmung des Stickstoffes nach van Slyke. 


Ammoniak-N ,. . 20,19°/, 
Humin-N . . . 10,31°/, 
Cystin-N . . . 4,18%, 
Arginin-N . . . 3,51, 
Histidin-N . . . 0,00%, 
Lysin-N. . . . 5,15°/, 
Monoamino-N. . 54,40°/, 
Nichtamino-N. . 0,80°/, 
Gesamt-N . . . 98,54°/, 


Die reichlich vorhandenen Huminstoffe sind wohl bei der 
Hydrolyse aus dem Farbstoff entstanden, dessen Reaktionen 
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bereits oben (vgl. Wasserextr.) beschrieben worden sind und der 
sich auch an den EiweiSkérpern fand; denn Tryptophan und 
Kohlehydrate fehlten in allen Fraktionen. 


Zusammenfassung. 


In den Gonaden von Rhizostoma Cuvieri wurden von mir 
mit Sicherheit festgestellt: 

1. an Aschenbestandteilen: K, Na, Mg, Ca, Fe, Cl, SO,, PO,; 

2. an schwefel- und stickstoffreien organischen Substanzen: 
Ameisen-, Capryl-, Myristin- und Palmitinséure, Linol- und 
Linolensiure, Glycerin, Glycerinphosphorsaure, Cetylalkohol und 
Cholesterin; 

3. an schwefelhaltigen Substanzen: Taurin, p- und o-Kre- 
solschwefelsiure, cystinhaltiges KiweiB, sowie der sekundir ent- 
standene dunkelbraune Farbstoff; 

4. an stickstoffhaltigen organischen Substanzen: freies 
Trimethylamin, Betain, Cholin, ein aus Leucin und Tyrosin 
bestehendes Peptid, ein oder mehrere aus Alanin, Leucin, 
Tyrosin, Glutaminsiiure und Arginin zusammengesetzte Peptide, 
ein oder mehrere Eiwei®kérper, die neben den gleichen Amino- 
siuren Phenylalanin, Cystin, Lysin und Prolin entbalten. 

Vermutet wird die Anwesenheit eines leicht zersetzlichen 
lecithinihnlichen Phosphatids, einer stark ungesittigten Fett- 
siure (Octobromidprobe) und Spuren von Monomethylamin. 

Abwesend sind Stearin- und Olsiure, Oxyfettsiiuren, Koble- 
hydrate, Glykoproteide, Indolderivate, Tryptophan, Histidin, 
Glykokoll, Hippursiure, Harnstoff, Harnsiure, Purinbasen, Krea- 
tin, Kreatinin, Rhodanwasserstoffsiure, organisch gebundenes 
Halogen und Nucleoproteide. 

Auffaliend ist vor allem der hohe Schwefelgehalt, bedingt 
durch p- und o-Kresolschwefelsdiure, cystinhaltiges EiweiB und 
Taurin. Taurin wurde auch bei vielen anderen Seetieren nach- 
gewiesen, wie in Austern,') Octopus,”) Mytilus edulis,) Pecten 





*) Valenciennes und Frémy, C. R. Bd. 41, S. 739 (1885). 
*) Henze, Diese Zs. Bd. 43, 8. 477 (1904/5). 
5) Kelly, Hofmeisters Beitr. Bd. 5, S. 380 (1904). 
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operculatus’) und Seegastropoden.”) Vielleicht stellt das Taurin 
fir die aliphatischen, ebenso wie die Atherschwefelsiuren fir 
die aromatischen Gruppen der EiweiBstoffe niederer Seetiere 
die letzte Oxydationsstufe im Stoffwechsel dar? Die Abwesen- 
heit von Harnstoff, Harnsaéure, Kreatin, Kreatinin und Glyko- 
koll kénnten diese Auffassung unterstiitzen. 

Bei dem Reichtum an Cholin und Betain erscheint das 
Fehlen von Glykokoll besonders auffallend. Versucht man doch 
die Entstehung jener aus diesem abzuleiten. Der Reichtum 
an Leucin und Tyrosin und das Fehlen des Glykokolls steht 
im Einklang mit den Untersuchungen Krukenbergs,3) der in 
der Gallertsubstanz der Medusen reichlich Tyrosin und Leucin 
fand, die Gegenwart von Glykokoll dagegen nicht sicherstellen 
konnte. Auch konnten weder er noch M. Schultze‘) durch 
Kochen der Gallerte Leim erhalten. 





1) Kelly, Hofmeisters Beitr. Bd. 5, S. 380 (1904). 

*) Mendel, Hofmeisters Beitr. Bd. 5, S. 582 (1904). 

3) Krukenberg, Studien, 2. Reihe, I. Abt., S. 32 (1882). 

*) M. Schultze, Millers Arch. 1856, S. 311—320 zit. u. Kruken- 
berg a.a. QO. 
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Der Gehalt der Linsenproteine an Histidin, Arginin 
und Lysin. 


Von 


Prof. A. Jess, Oberarzt der Klinik. 


(Aus der Univ.-Augenklinik zu GieBen. Direktor: Geh.-Rat Vossius.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Juli 1922.) 


In einer friiheren Arbeit habe ich in dieser Zeitschrift 
den Gehalt der EiweiBkérper der menschlichen Linse an 
Monoaminos&uren dargelegt.!) Fir den Ophthalmologen 
ist es von gréBtem Interesse, die Zusammensetzung der drei 
verschiedenen Linsenproteine genau kennen zu lernen, da meine 
friiheren Arbeiten”) ergeben hatten, daB zwei derselben, das 
sogenannte «- und das f#-Krystallin aus der starkranken 
Linse verschwinden, wahrend das dritte, das Albumoid, zu- 
riickbleibt und den gréBten Teil der getriibten Linse ausmacht. 

Ks wurden die drei EKiweiBkérper der Linse aus frischen 
Rinderlinsen wiederum in der friiher beschriebenen Weise in 
eréBeren Mengen gewonnen und aus ihnen das Histidin, Ar- 
ginin und Lysin nach der Kossel-Kutscherschen Methode 
dargestellt, wie sie von Steudel im Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden angegeben ist. Zunichst wurden aus dem 
von Huminstoffen und Ammoniak befreiten Hydrolysat das 
Histidin und Arginin als Silberverbindungen abgetrennt, so- 
dann das Lysin mit Phosphorwolframsiure gefillt. Die folgende 
Tabelle erlaubt einen Uberblick iiber die Verteilung des Stick- 
stofis bei den einzelnen Ma8nahmen. Die Mengenberechnung 
der drei Bausteine erfolgte, wie Steudel es fiir das Histidin 





1) Diese Zs. Bd. 110, S. 266 (1920). 
*) Arch. fiir Augenheilkunde Bd. 71, S. 3 (1912); Zs. Biol. Bd. 61 
(N. F. 43), S. 93 (1913). 
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und Arginin vorschreibt, aus dem Stickstoffgehalt der ein- 
zelnen Fraktionen. Ich habe absichtlich die sich hierdurch 
ergebenden Zahlen zum Vergleich der drei LinseneiweiBkérper 
herangezogen, obwohl es, wie Abderhalden mit Recht sagt, 
wohl korrekter sein diirfte, die isolierten Aminosaiuren selbst 
zur Wagung zu bringen. Bei der Darstellung der Pikrolonate 
und des Pikrats treten aber offenbar leicht Verluste ein. 

Zunichst wurden zwei Portionen «#-Krystallin hinter- 
einander verarbeitet. Die Ergebnisse sind aus den beiden 
ersten Zahlenreihen der Tabelle zu ersehen, sie zeigen sehr 
befriedigende Ubereinstimmung. Bei der Verarbeitung des 
8-Krystallins wurde dieselbe Menge Arginin (7,5°/,) wie 
beim @-Krystallin, etwas weniger Histidin (2,63: 3,638°/,) 
und etwas mehr Lysin (4,6:3,75°/,) gefunden. Die Analyse 
des Albumoids ergab ebenfalls etwas weniger Histidin 
(2,74°/,), aber genau dieselbe Menge Lysin (3,8°/,) wie beim 
a-Krystallin. Wihrend alle diese geringen Unterschiede 
wohl noch innerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegen 
kénnten, scheint der Arginingehalt des Albumoids etwas 
reichlicher zu sein als der der beiden Krystalline. 
Ks wurden hier 10,26°/, festgestellt. Die Gesamtsumme der 
drei Bausteine erreichte bei den Krystallinen etwa 15°/,, beim 
Albumoid fast 17°/,. 

Die Identifizierung erfolgte beim Histidin des «- und 
3-Krystallins als Monochlorhydrat, beim Histidin des Albumoids 
als Pikrolonat. 


1. Histidinmonochlorhydrat (a-Krystallin): rhombische, 
glashelle Krystalle. 


Krystallwasser (bei 140° abgegeb.): Gef. 8,6 °/, Ber. 8,8 °, 
Stickstoff: 21,54 » 21,94 


9? 


Schmelzpunkt: » 252° Angegeb. 251—252° 


2. Histidinmonochlorhydrat (f-Krystallin): dieselben 
Krystalle von gleichem Schmelzp. —252°. 

3. Histidinpikrolonat (Albumoid): nadelférmige Krystalle, 
die sich bei 232° zersetzen. 


Das Arginin wurde jedesmal als Pikrolonat identifiziert: 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 11 
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Tabelle 1. 
Stickstoffverteilung und Gehalt an Histidin, Arginin und 
Ly sin. 
: EiweiBart | o-Krystallin | «-Krystallin | §-Krystallin | Albumoid 
und Menge 36,76 g 41,01 g 37,12 g 33,62 g 
2] N-Gehalt des] 6,051 ¢ N 6,15 g N 6,31 g N 5,49 ¢ N 
Ausgangsma- 
terials 
3] N-Gehalt des] 4.45¢ N | 5,37gN | 5,083g N | 4,62¢ N 
Hydrolysats 
nach Entfer- 
nung der Hu- 
minstoffe, des 
Ammoniaks 
und Neutrali- 
sieren 
4| Histidin- | 0,38 g¢ N 038g N | 026gN | 025g N 
fraktion 1,4 g Hist. | 1,4 g Hist. | 0,98 g Hist. | 0,92 g Hist. 
3,9°/, von 1]3,47°/, von 1 | 2,63°/, von 1] 2,74°/, von 1 
5] Arginin- 0,95 g¢ N 1,02¢ N 0,89 g N 1lig N 
fraktion 2,95 g Arg. | 3,15 g Arg. | 2,77 g Arg. | 3,45 g¢ Arg. 
8,0°/, von 1] 7,7°/, von 1] 7,5°/, von 1} 10,26°/, v. 1 
6 Lysin- 0,26g N 0,30 g N 0,33 g N 0,25¢ N 
fraktion 1,38 g Lysin] 1,57 g Lysin} 1,72 g Lysin | 1,303 g Lys. 


7| Gesamtgehalt 

an Histidin, 

Argininund 
Lysin 








39¢°/, von 1 


15,5 °/, 





3,8°/, von 1 


14,97 % 





4,6°/, von 1 


14,73%/, 


1, Argininpikrolonat aus e-Krystallin: 


0,1461 g Substanz gaben 0,2355 g CO, und 0,070 g H,0. 
Gef. 48,96°/, C 


Ber. 


43,81 


5,41°/, H 
5,06 


2. Argininpikrolonat aus #-Krystallin. 


0,1676 g Substanz gaben 0,2723 g CO, und 0,0715 g H,0. 
Gef. 44,30°/, C 
43,81 


Ber. 


4,779/, H 
5,06 





399 9/6 von 1 


16,8°/, 
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3, Argininpikrolonat aus e-Albumoid. 
0,1622 g Substanz gaben 0,2557 g CO, und 0,0703 g H,0. 
Gef. 43,00°/, C 4,85°/, H 
Ber. 43,81 5,06 
Das Lysin wurde in allen drei Fraktionen als Pikrat 
identifiziert. 


1. Lysinpikrat aus Krystallin. 


0,1689 g Substanz gaben 0,2376 g CO, und 0,0702 g H,0. 
Gef. 38,37°/, C 4,64°/, H 
Ber. 38,38 4,59 


2. Lysinpikrat aus #-Krystallin. 

0,1679 g Substanz gaben 0,2359 g CO, und 0,0672 g H,0. 
Gef. 38,32°/, C 4,48°/, H 
Ber. 38,38 4,59 

3. Lysinpikrat aus Albumoid. 


0,1638 g Substanz gaben 0,2284 g CO, und 0,067 g H,O. 
Gef. 38,03°/, C 4,58°/, H 
Ber. 38,38 4,59 


Bisher wurden die beiden Krystalline der Linse den 
Globulinen zugezihlt, obwohl sie wasserléslich sind, weil sie 
nach Mérner durch Magnesiumsulfat véllig ausgesalat werden 
kénnen. Das Albumoid zahlte man zu den Protenoiden 
oder GeriisteiweiBen. Wenn man die von Abderhalden ge- 
forderte Einteilung der EiweiBkérper nach ihrem Gehalt an 
Bausteinen zugrunde legen will, so wiirden die Krystalline wohl 
besser zu den Albuminen passen, denn sie besitzen 15°/, 
Arginin, Histidin und Lysin, demnach etwa 85°/, Monoamino- 
siuren, haben kein Glykokoll und sind auSerdem wasser- 
léslich. Das wasserunlésliche Albumoid wiirde vielleicht einen 
Ubergang zu den Globulinen darstellen, obwohl auch ihm der 
leichte Glykokollgehalt fehlt, den diese zeigen sollen. Jeden- 
falls hat es nichts mit den Protenoiden oder GeriisteiweiBen 
gemeinsam, welche, wie das Elastin, die Grundsubstanz des 
elastischen Gewebes, das Keratin der Haut, Haare und Nagel, 
das Neukeratin der Nerven und das Retikulin des retikuliren 


Bindegewebes fast nur aus Monoaminosiuren bestehen und 
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dabei besonders reich an Glykokoll sind, weshalb fiir sie auch 
der Name Glycinamine vorgeschlagen wurde. — 

Nach Beendigung dieser Arbeit, deren Resultate bereits 
Anfang August 1921 auf dem Ophthalmologentag in Wien kurz 
mitgeteilt wurden,!) gelangt eine Arbeit iiber die Spaltungs- 
produkte der Linse von Yoshizumi Hijikata aus Kyoto mir 
zu Gesicht, die im Miarzheft 1922 des ,,Journal of Biological 
Chemistry“ erschienen ist. Sie ist fir den Ophthalmologen 
von geringer Bedeutung, da der Verfasser sich nicht die Miihe 
gemacht hat, die drei EiweiBkérper der Linse gesondert zu 
untersuchen, sondern die ganze Linse hydrolysierte. Es sei 
bemerkt, da8 der japanische Autor die einschligige Literatur 
nur bis zu Mérner (1894) kennt und da8 er u. a. auch meine 
Arbeit ,,Beitrage zur Kenntnis der Chemie der normalen und 
der pathologischen Linse des Auges“?) nicht erwaihnt, in wel- 
cher die Aufspaltung der einzelnen EiweiBarten der Linse 
nach der Emil-Fischerschen und Kossel-Kutscherschen 
Methode als die nachste Aufgabe bezeichnet wurde, ebensowenig 
wie er meine erste Mitteilung iiber die Monoaminosauren der 
Linse’) berithrt. Auffallend ist an den bei der Hydrolyse der 
totalen Linse erhaltenen Werten der hohe Prozentgehalt von 
15,5 fiir Glutaminsiure, den der Verfasser damit erklairt, dal 
er durch direkte Isolierung dieser Substanz aus einem beson- 
deren Hydrolysat sich ergab. Die Zahlen fiir Arginin (3,3°/,), 
Histidin (1,6°/,), Lysin (1,6°/,) sind dagegen sehr gering. Das 
erklirt sich vielleicht daraus, daB diese Spaltungsprodukte aus 
einer Fraktion dargestellt wurden, die vorher schon zu einem 
Versuch der Gewinnung von Purinbasen gedient hatte, und 
daB nicht der Stickstoffgehalt der einzelnen Filtrate, sondern 
daB die Gewichte der erhaltenen Pikrolonate und des Pikrats 
der Mengenberechnung zugrunde gelegt wurden. Es kénnten 
also hier Verluste eingetreten sein. Die Zahlen der iibrigen 
Monoaminosiuren, die aus der ganzen Linse gewonnen wurden 
(Alanin 4,7, Valin 1,0, Leucin 6,8, Asparaginsaure 1,4, Phenyl- 





1) Vgl. Klin. Mon.-Bl. f. Augenheilkunde (August 1921). 
*) Zs. Biol., Jg. 1913. 
5) Diese Zs. Bd. 110, S. 266 (1920). 
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alanin 1,9, Tyrosin 4,5, Prolin 2,2) weichen etwas von den 
meinigen ab, welche sich auf die einzelnen KiweiBarten be- 
ziehen. Das ist nicht verwunderlich, da das Alter der Linsen 
nicht beriicksichtigt wurde. Aus meinen Arbeiten ergibt sich, 
daB altere Linsen viel mehr Albumoid besitzen als junge, 
die hauptsichlich die Krystalline enthalten. Da nun das Al- 
bumoid anders zusammengesetzt ist als die Krystalline, ins- 
besondere wenig Alanin und Valin besitzt, so miissen bei 
Hydrolysen totaler Linsen die Werte je nach dem Lebens- 
alter des verwandten Materials verschieden sein. Glykokoll 
fand auch H. nicht. — 

Dem Vertreter der physiologischen Chemie an unserer 
Universitat, Herrn Kollegen Feulgen, bin ich fir seinen stets 
freundlich erteilten Rat bei Durchfiihrung dieser Arbeit zu 
besonderem Dank verpflichtet. 











Uber die Desaminierung des Tyrosins 
im tierischen Organismus. 


Von 


Y. Kotake, Z. Matsuoka und M. Okagawa. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922, 








Nach den Untersuchungen von A. Ellinger und Y. Kotake?) 
und von O. Neubauer?) unterliegt es keinem Zweifel, daB die 
friher von Schultzen und Rie8B%) bei mehreren Fallen der 
akuten gelben Leberatrophie aus dem Harn isolierte Siure, 
welche diese Autoren fiir Oxymandelsiure gehalten hatten, 
1-Oxyphenylmilchsiure war. Da sich diese Séure auch im Harn 
des Hundes,*) der mit Phosphor vergiftet wurde, vorfindet, kénnen 
wir mit Recht vermuten, daB die Saiure mit denselben Kigen- 
schaften, die von Baumann’) beim Menschen im Harn nach 
Phosphorvergiftung beobachtet war, nichts anderes als die 1-Oxy- 
phenylmilchsaure war. DaB das Kaninchen bei reichlicher Tyrosin- 
fiitterung auch im Harn diese Siéure ausscheidet, wurde von 
Blendermann®) und Kotake und Matsuoka’) sichergestellt. 

Y. Kotake§’) fand, daB Oxyphenylmilchsiure im tierischen 
Organismus viel schwerer verbrennbar ist als Oxyphenylbrenz- 





1) A. Ellinger und Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 65, 8. 402. 

?) O. Neubauer, Biochem. Hdlex. Bd. 4, S. 381. 

8) O. Schultze und L. RieB, Ann. des Charitékrankenhauses 

Bd. 15, S. 74. 

4) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 65, S. 397. 

5) E. Baumann, Diese Zs. Bd. 6, S. 198. 

6) E. Blendermann, Diese Zs. Bd. 6, S. 256. 
— 7) Y. Kotake und Z. Matsuoka, Jl. of Biol. Chem. Vol. 35, p. 319. 
~ 8) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 69, S. 409. 
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traubensiure, die O. Neubauer?) zuerst als physiologisch- 
normales Intermediirprodukt des Tyrosins ansprach. Das Resul- 
tat von Y. Kotake wurde durch die Untersuchungen von 
A. Suwa,?) die unabhingig von Kotake ausgefiihrt waren, 
bestatigt. Dieser Autor beobachtete im Selbstversuch, daB 
die einverleibte Oxyphenylbrenztraubensiure im Ko6rper in 
d-Oxyphenylmilchsiure umgewandelt wurde. Auf Grund dieses 
Resultates nahm O. Neubauer’) an, da8 die pathologisch im 
Harn ausgeschiedene 1-Oxyphenylmilchsiure aus 1-Tyrosin, nicht 
iiber Oxyphenylbrenztraubensaure, sondern direkt durch hydro- 
lytische Desaminierung gebildet wird. 


Da aber nach unseren wiederholten Versuchen Oxyphenyl- 
brenztraubensiure sowohl im Tierkérper als auch im Menschen- 
organismus immer in 1-Oxyphenylmilchsiure iibergefiihrt wird, 
scheint die Annahme Neubauers nicht mehr begriindet zu 
sein; vielmehr wird auf Grund unseres oben erwahnten Resul- 
tates mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen, daB die patho- 
logisch ausgeschiedene 1-Oxyphenylmilchsaiure aus dem Tyrosin, 
welches im Ké6rper infolge dabei stattgefundener gewaltiger 
KiweiBspaltung reichlich entstand, wenigstens zum Teil iiber 
Oxyphenylbrenztraubensaure gebildet wird. 

Natiirlich sind wir dadurch keineswegs gendtigt, anzunehmen, 
daB die Aminosiuren im Organismus stets oxydativ desaminiert 
werden, sondern es ist immerhin méglich, daB sie auch unter 
gewissen Bedingungen oder in gewissen Zellen hydrolytisch 
desaminiert werden, so daB aus 1-Tyrosin direkt 1-Oxyphenyl- 
milchsiure entsteht. 

Da wir glaubten, daB solche Untersuchungen nicht nur 
fiir das Gebiet des intermediaren Stoffwechsels, sondern auch 
fiir die gesamte Lehre von der Ernihrung wichtige Grund- 
kenntnisse liefern, haben wir es unternommen, die Desami- 
nierungsvorginge der Aminosiuren im tierischen Organismus 
genauer systematisch zu verfolgen. 





~ 1) 0. Neubauer, Deutsch. Arch. f. kl. Med. Bd. 95, S. 211. 
*) A. Suwa, Diese Zs. Bd. 72, S. 113. 
3) O. Neubauer, Biochem. Hdlex. Bd. 4, S. 381. 
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Zunichst haben wir uns diesmal bestrebt, die ziemlich 
verwickelt erscheinenden Beziehungen auf diesem Gebiete direkt 
an den proteinogenen Aminosiuren zu studieren. 

So haben wir vor allem probiert, im Harn eines Tieres, 
welches mit einer proteinogenen Aminosiure gefiittert wurde, 
die entsprechende Ketonsiiure zu finden. Es gelang uns am 
Kaninchen im Versuch mit Tyrosin. 


Experimentelles. 


1. Versuch mit 1-Tyrosin. 


1-Tyrosin wurde aus Rohseide durch Hydrolyse mittels ver- 
diinnter Schwefelsiiure gewonnen. Es wurde durch wiederholte 
Umkrystallisation aus stark verdiinnter Schwefelséure und darauf 
aus Wasser gereinigt. 

Als Versuchstier bedienten wir uns stets des Kaninchens, 
indem der Harn immer aseptisch gesammelt wurde. 


Versuch 1. 


Kinem Kaninchen vom Kérpergewicht 2885 g wurden tiglich 
10 g 1-Tyrosin mittels Schlundsonde in den Magen eingefiihrt. 
Am 4. Tag war das Tier etwas matt, zeigte aber sonst keine 
auffalligen Vergiftungserscheinungen. Da am 5. Tag die Mattig- 
keit aber etwas zunahm, unterbrachen wir die Tyrosineinfiihrung. 
Am 6. Tag war das Tier sehr entkraftet und am nichsten 
Tag starb es. Bei der Sektion wurde sehr intensive akute 
Nephritis gefunden. 

Alle 24 stiindigen Harne wurden jeder fiir sich wie folgt 
verarbeitet: 

Der Harn wurde auf dem Wasserbade zum Sirup ein- 
geengt, darauf wiederholt mit Alkohol extrahiert und der 
Alkohol vollstandig verjagt. Der Riickstand wurde nun mit 
Wasser aufgenommen, mit Schwefelsiure angesiuert, mehr- 
mals mit Ather ausgeschiittelt und der Ather abdestilliert. 

Alle Atherriickstinde enthielten nadelférmige Krystalle. 

Ferner schied sich aus denjenigen, die aus dem Harn 
vom 3. und 4. Tag gewonnen wurden, eine betrichtliche Menge 
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Krystalle, die aus kugelférmig gruppierten Blittchen bestanden, e 
bei der Destillation des Athers sofort aus. 

Jeder Riickstand wurde nun mit einer kleinen Menge 
Wasser aufgenommen, wobei die kugelférmigen Krystalle fast 
vollstandig ungelést zuriickblieben, so daB sie durch Absaugen 
leicht isoliert wurden. i 

Die Lésungen wurden dann mit Bleiacetat ausgefillt und “a 
filtriert. Die Filtrate wurden mit Bleiessig ausgefillt. i. 

Alle Bleiessigniederschlage wurden vereinigt, gut gewaschen, : 
dann in wenig Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Die vom Bleisulfid abfiltrierte Fliissigkeit wurde auf 
dem Wasserbade bis zu einer kleinen Menge eingedampft und 
in der Kalte stehen gelassen. Hierbei schieden sich nadel- ane 
formige Krystalle in einer Menge von iiber 1 g (gereinigt) aus. a 
Sie schmolzen bei 168—169C. Sie wurden weiter durch die 
Kigenschaften, die Drehung und die Analyse als 1-Oxypheny]l- 
milchsiure') identifiziert. 












































Verab- Harn Atherlésliche, nicht durch or 

- ead ‘ae Bleiacetat, aber durch Blei i 

atum |tes Ty- . mips 2 

a = poe tii, | at ee fillbare Substanz : 

g g Menge g Drehung ”) 4 

| | ie 

22. Okt. 200 | alkalisch | 0,2902 0,2470 ~< “ 

23. ,, 275 | ‘ 0,2562 0,0195 — ay 

24. , 10 | 450 | schw. sauer | 1,8465 0,4545 —0,20° " 

25. , | 10 | 285 3 2,9520 0,8300 ~2,97° ¥ 

26. ,, | 10 | 275 a 83,7230 1,1900 —4,75° ad 

27. » £0 1 28 A 4,0530 1,2650 —4,95° | 

28. 184 1,5515 0,4815 — 0,28 ° I 

29. ,, 80 4 0,7690 0,3940 —0,25° a 

30. ,, 5 | ay 

tee 

0,2789 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—110° C. Ts 

0,0137 ¢ H,O. on 

aye 

1) Aus der Mutterlauge der 1-Oxyphenylmilchsiiure haben wir eine 
kleine Menge (0,3 g) dl-Oxyphenylmilchsiiure gewonnen. Sie schmolz bei 

145°C und zeigte keine Drehung. 

2) Die Drehung wurde stets nach Lésung in 16,5 com Wasser und eit 

im 2-dm-Rohr beobachtet. Be. 

mie 
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Ber. f. CygH,,O, + 1/, H,O Gef. 
4,71°/, H,O. 4,91°/, H,O. 
0,2652 g krystallwasserfreier Substanz drehten, in 16,5 cem Wasser 
gelést, im 2-dm-Rohr bei Natriumlicht 0,6° nach links. 
Mithin [«],, = —18,78° 
0,2400 g¢ getrockneter Substanz gaben 0,5235 g CO, und 0,1182 g H,0. 


Ber. f. C,H,,O, Gef. 
59,34°/, C 59,49 °/, C 
549 4H 5,52 H 


Die oben geschilderten kugelférmig gruppierten Krystalle 
wogen 0,389 g. Sie schmolzen nach wiederholter Umkrystalli- 
sation bei 217—218°C und zeigten in den ausgebildeten For- 
men sechsseitige Blattchen. Sie gaben Millonsche Reaktion 
und Nitroprussidnatriumprobe, firbten sich beim Zusatz von 
Kisenchlorid blau und gingen mit Phenylhydrazin eine schwer- 
lésliche Verbindung ein. Wenn wir auch wegen eines groBen 
Verlusts an Substanz bei der Umkrystallisation die Analyse 
nicht ausfiihren konnten, so ist doch aus den geschilderten 
Kigenschaften auBer Zweifel gestellt, daB die Substanz Oxy- 
phenylbrenztraubensiure war. 


2. Versuch mit dl-Tyrosin. 


Das zum Versuch gebrauchte dl-Tyrosin wurde aus dem 
1-Tyrosin durch Razemisierung !) gewonnen, wobei 10 g 1-Tyrosin 
mit 40 g Atzbaryt in 100 com Wasser 7 Stunden lang im Auto- 
klaven bei 170° C erhitzt wurden. 


Versuch 1. 


Kinem Kaninchen vom Kérpergewicht 2650 g wurden zwei- 
mal je 5 g dl-Tyrosin in einem Tage in den Magen eingefihrt. 
2 Tage darauf schien das Tier matt, lag ruhig und war appetit- 
los. Am 3. Tage erholte sich aber das Tier und wurde nun 
ganz munter. Die Untersuchung des Harns, der vom Beginn 
der Tyrosinfiitterung wihrend 24 Stunden gesammelt wurde, ergab: 























Menge Reaktion EiweiB Atherlésliche Substanz Drehun 
ecm g 8 
365 alk. | vorhanden | 0,3812 | 0 





1) M. Tsuji, Acta scholae medicinalis, Kioto, Vol. 1, Fasc. 4, p. 439. 
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Versuch 2. 


Kinem Kaninchen vom Kérpergewicht 3105 g wurden tig- 
lich 5 g dl-Tyrosin, und zwar in drei Portionen geteilt, in je 
4 stiindigem Intervall in den Magen eingefiihrt. Bis zum 5. Tag 
war das Tier munter, vom 6. Tag an wurde es etwas matt 
und verlor den Appetit. Am 7. Tag bekam das Tier 2 g 
Tyrosin und an demselben Tage starb es (Sektionsbefund: akute 
Nephritis). 

Die Harne von je 24 Stunden wihrend der T'yrosinfiitterung 
wurden gesondert, mit Salzsiure stark angesiuert und im 
Extraktionsapparate von Suto 5 Tage ausgeidthert. 

Die Atherextrakte, die aus dem Harn vom 1., 2. und 
3. Tyrosintag gewonnen wurden, erstarrten simtlich zu kugel- 
formig gruppierten, kleinen Blittchen sofort bei Destillation 
des Athers. 

Das Atherextrakt aus dem Harn vom 4. Tag war ein Ge- 
menge von kugelférmigen Krystallen und saurem Sirup. 

Das aus dem Harn vom 5. Tag war zum Teil sirupés, 
krystallisierte aber zum Teil in feinen Nadeln. 


























38 ts ‘ies Atherlésliche 
Spo |x o Substanz 
Datum 8-5 & BI : 
mh IM | ¥ ee N 
54 aan | open Reakt.| EiweiB nee Drehung ’) 
Mm l> To] com | Gew. | 
27.0kt.]3100g] 6 g] 414 | 1010 | schw. | vorhanden |0,7355 0 
| alk. | 
28. ,, [3070 | 6 | 301 | 1010 | schw. ‘ 0,7906 0 
| alk. 
29. ,, {38050 | 6 152 1012 | schw. ” 0,6562 0 
alk. 
30. 4 }282016 | 192 1012 schw.| _,, 0,9760| i.—4,71° 
| | sauer 
31. ,, [2800] 6 | 396 1011 | alk, . 1,5646| ii.—12,38° 
1.Nov.J2800 | 6 | 308 | 1010. schw. : 0,3177 
| | alk. 
. i | -|p — ea. 7,0° 
2. 5, 12700 | 2 108 | 1010 | schw. ‘a 0,4075 
| 
| alk. 




















1) In 10 ccm Wasser gelést und im dm-Rohr beobachtet. 
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Das Atherextrakt aus dem Harn vom 6.Tag und aus der 
Harnblase enthielt auch nadelférmige Krystalle. 

Die kugeltérmigen Krystalle, die aus dem Harn der ersten 
drei Tage gewonnen wurden, gaben eine Hisenchloridreaktion, 
und zwar zeigten sie in einer verdiinnten Lisung beim Zusatz 
von einem Tropfen verdiinnter EKisenchloridlésung voriiber- 
gehende Blaufirbung. Sie gaben auch Nitroprussidnatrium- 
reaktion, Millonsche Reaktion und Phenylhydrazinprobe. Bei 
einer langsamen Auskrystallisation bildeten sie sechsseitige 
Blattchen, welche gegen 215° C. schmolzen. Die Menge der- 
selben nahm bei der Umkristallisation stark ab, betrug aber 
noch ca. 0,3 g. Sie wurden durch Analyse als Oxyphenylbrenz- 
traubensdure identifiziert. 


0,1434 g Substanz lieferten 0,3160 g CO, und 0,0549 g H,O. 


Ber. f. C,H,0, Gef. 
59,98/, C 60,099, C 
448 H 4,63 H 


Die aus dem Harn vom 6. Tag und aus der Harnblase 
gewonnenen nadelférmigen Krystaile wurden wieder in Wasser 
gelést, mit Bleiacetat und dann mit Bleiessig gefallt. Der Blei- 
essigniederschlag wurde gut gewaschen, mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und filtriert. Aus dem Filtrat schieden sich beim Kin- 
engen farblose nadelférmige Krystalle aus. Sie schmolzen bei 
168°C und gaben Millonsche Reaktion. Sie wurden durch 
die Krystallwasserbestimmung, die Drehung und die Analyse 
als 1-Oxyphenylmilchsaure identifiziert. 

0,0963 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 100—105° C 
0,0048 g H,0O. 

Ber. f. C5H,.O, + 1/, H,O Gef. 
4,71°/, H,O 4,98°/, H,O 

0,1192 g Substanz drehten, in 10,88 g Wasser gelést, im dm-Rohr 

bei Natriumlicht 0,205° nach links. 


Mithin [olp =— 18,52° 


0,0876 g Substanz gaben 0,1921 g CO, und 0,0452 g H,O. 
Ber. f. CyH,,0, Gef. 
59,34°/, C 59,35°/, C 
5,49 4H 5,73 H 
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Die aus dem Harn vom 5. Tag gewonnene sirupése Sub- 
stanz zeigte eine starke Linksdrehung und gab beim Kochen 
mit Salzsiure eine reduzierende Substanz. Sie wurde in das 
Kaliumsalz iibergefiihrt. Das Salz krystallisierte in seiden- 
glinzenden Nadeln, deren Menge 1,3 g betrug. Sie gab weder 
Millonsche Reaktion noch Reduktionsprobe, beide Proben fielen 
aber in der mit Salzsiure gekochten Liésung positiv aus. 

0,2 g Kaliumsalz drehten, in 10,7 cem Wasser gelést, im dm-Rohr 
1,19° nach links. 

Mithin [a]p) = — 63,90 


0,6 g Kaliumsalz wurden mit 50 ccm Schwefelsiure (5°/,) 
3 Stunden lang auf dem Sandbade gekocht. Die Reaktions- 
fliissigkeit wurde dann mit Ather ausgeschiittelt. Beim Destillieren 
des Athers blieb eine kleine Menge Phenol zuriick, das durch 
den Geruch und die Reaktionen erkannt wurde. Aus der Mutter- 
lauge wurde die Schwefelsiure beseitigt und die Fliissigkeit ver- 
dampft. Sie zeigte Rechtsdrehung und gab Reduktionsprobe. 


Aus dem Harn vom 6. Tag und dem Blasenharn konnten 
wir wieder die oben geschilderte, intensiv nach links drehende 
Substanz isolieren. Sie wurde diesmal in freiem Zustand unter- 
sucht. Sie krystallisierte in glinzenden Nadeln und schmolz 
bei 150° C. 


0,2003 g Substanz drehten, in 10,78 g Wasser gelést, im dm-Rohr 
1,51° nach links. 


Mithin [e]p = — 81,27° 


Aus den erwihnten Higenschaften ist auBer Zweifel ge- 
stellt, daB die Substanz Phenolglucuronsiure war. 


Simtlicher, mit Ather erschépfter Harn wurde mit Natrium- 
carbonat neutralisiert, mit Bleiacetat und Bleiessig ausgefallt 
und filtriert. Das Filtrat wurde durch Schwefelwasserstoff ent- 
bleit und eingeengt. Hierbei schied sich das Tyrosin aus, das 
aus fast reinem d-Tyrosin bestand. Die Menge desselben betrug 
ca. 1,5 g. 

0,4971 g Tyrosin drehten, in 11,36 g 4°/, iger HCl gelést, im dm-Rohr 
0,57° nach rechts. 


Mithin [lp = + 12,49° 
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Versuch 3. 


Ein Kaninchen vom Kérpergewicht 3150 g bekam 6 Tage 
lang tiglich 6 g dl-Tyrosin, in 3 Portionen geteilt, in je 
3 stiindigem Intervall per os. Die Gesundheit des Tieres war 
nicht gestért. 

Die 24stiindigen Harnmengen wurden gesondert in der- 
selben Weise wie bei den vorigen Versuchen behandelt. 

Aus dem Harn von den ersten 2 Tagen konnten wir 
ca. 0,7 g Oxyphenylbrenztraubensiure erhalten, welche nicht 
nur durch die Reaktionen, sondern auch durch die Uberfithrung 
derselben in Oxyphenylmilchsiure mittels Natriumamalgams 
identifiziert wurde. 

Aus dem Harn von den spiteren Tagen wurde Oxypheny]- 
brenztraubensiure und eine kleine Menge 1-Oxyphenylmilch- 
siure (?) isoliert. 

Die Harne von den ersten 3 Tagen, die mit Ather er- 
schépfend geschiittelt wurden, wurden vereinigt und nach iiblicher 
Methode 0,9260 g Tyrosin isoliert, das aus fast reinem d-Tyrosin 
bestand. 

0,3217 g Substanz drehten, in 11,18 g HCl (4°/,) gelést, im dm-Rohr 
0,415° nach rechts. 

Mithin [e}) = + 12,51° 























pelde Atherlisliche 
50.5 |-x 3 ane Substanz 
Datum S ee 5 ) ne 
5 ee pani tong ‘Reakt.| EiweiB —— Drehung 
Mc}! ccm | Gew. | 
22,Jan.[3150g| 6g | 400 | 1014 | schw.| vorhanden |0,4178 | — 0,55° 
| alk. | 
23. ,, [3140 | 6 | 248 | 1013 | schw. 4 10194; — 0,29° 
| alk. | 
24. ,, 13100 | 6 248 | 1015 | schw. ™ 0,8888; — 0,33° 
alk. | 
25. , |3090] 6 | 210 | 1014 | schw. n 0,4318 —0,54° 
sauer 
26. ,, }3090| 6 | 234 | 1015 | neutr. a 0,5840| — 1,34° 
27. ,, [3090] 6 | 245 | 1013 ,, " 0,3526| —0,66° 
28. ,, }3095| 6 | 210 | 1013 | alk, i 0,3243/ — 0,46° 
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SchluBfolgerung. 


1. Bei reichlicher Verabreichung des 1-Tyrosins oder dl-Tyro- 
sins scheidet das Kaninchen Oxyphenylbrenztraubensiure im 
Harn aus. Ks ist dadurch sicherer bewiesen, da8 Tyrosin im 
tierischen Organismus wenigstens unter gewissen Bedingungen 
oxydativ desaminiert wird. 

Das Tier scheidet auch hierbei, besonders bei Einfihrung 
des 1-Tyrosins, bedeutsame Menge 1-Oxyphenylmilchsiure aus, 
die wenigstens zum Teil aus der im Organismus gebildeten 
Oxyphenylbrenztraubensiure durch asymmetrische Reduktion 
entsteht. 

Die Quelle der d,l-Oxyphenylmilchsiure, die im Versuch mit 
1-Tyrosin in einer kleinen Menge im Harn gefunden wurde, ist 
yielleicht im Darmkanal zu suchen, so daB die dort aus dem 
Tyrosin gebildete dl-Saiure (evt. die d-Saéure) resorbiert und als 
solche (oder erst nach Vereinigung mit der l-Siure) ausgeschieden 
wird. Dies ist besonders dadurch wahrscheinlich, daB wir bei 
unserem friiheren Kaninchenversuch mit 1-Tyrosin, welcher unter 
den fast gleichen Versuchsbedingungen ausgefiihrt war, gar 
keine dl-Oxyphenylmilchsiure, sondern nur die reine |-Saure 
fanden. 

2. Eingefiihrtes dl-Tyrosin wird zum Teil im tierischen 
Organismus asymmetrisch abgebaut und hierbei das d-Tyrosin 
im Harn ausgeschieden, was mit den Befunden von Wohl- 
gemuth’) tibereinstimmt. 

3. In einem von unseren Versuchen mit dl-Tyrosin haben 
wir eine reichliche Ausscheidung von Phenol, das zweifellos 
aus dem Tyrosin im Darmkanal gebildet war, mit Sicherheit 
bewiesen. 





1) J. Wohlgemuth, Chem. Ber. Bd, 38, S. 2064. 























Uber das Verhalten der Phenylmilchsiure im tierischen 
Organismus. 
I, Mitteilung. 


Von 
Y. Kotake und Y. Mori. 





(Aus dem med.-chem. Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1922.) 


Nach den Untersuchungen von O. Neubauer}), die beim 
Alkaptonuriker ausgefiihrt wurden, geht Oxyphenylbrenztrauben- 
siure ebenso wie Tyrosin in Homogentisinsiure tiber, im 
Gegensatz zu Oxyphenylmilchsiure. Merkwiirdigerweise ver- 
mehren dabei Phenylmilchsiure wie auch Phenylbrenztrauben- 
siure die Homogentisinsdiureausscheidung ebenso wie Phenyl- 
alanin selbst. Dieser Umstand zeigt schon, daB die Beziehungen 
zwischen der Phenylbrenztraubensiure und der Phenylmilch- 
siure im tierischen Organismus denjenigen zwischen der Oxy- 
phenylbrenztraubensiure und der Oxyphenylmilchsiure {nicht 
vollig entsprechen. 

Y. Kotake und M. Okagawa?) konnten nicht experi- 
mentell konstatieren, da8 Oxyphenylmilchsiure im Kaninchen- 
organismus in die entsprechende Ketonsiure umgewandelt wird. 
Doch scheint ein solcher Ubergang nicht ganz ausgeschlossen 
zu sein, wenn man daran denkt, daB chemische Reaktionen, 
die im Organismus vor sich gehen, meistens reversibel sind. 

Nun haben wir mit Phenylmilchsiure zahlreiche Versuche 
ausgefiihrt, einerseits, um ihre Zersetzbarkeit im Organismus 





) A. a. O. 
*) Siehe oben. 
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zu studieren, anderseits, um auf den Ubergang derselben in 
die entsprechende Ketonsiure zu fahnden. 

Unsere Untersuchungen wurden erst an verschiedenen 
Tieren, dann am Menschen ausgefiihrt. 

Phenylmilchsiure wurde durch Reduktion der Phenyl- 
brenztraubensiure mittels Natriumamalgams gewonnen. Die 
Darstellung der Phenylbrenztraubensiure erfolgte durch Spal- 
tung des Azlaktimids, das nach den Angaben von Plichl?) 
und Erlenmeyer und Lipp”) dargestellt war. 

In einem Kolben von 300 ccm Inhalt wurden 8 g Atz- 
natron in 50 ccm Wasser geldst, dann 16,6.g frisch dar- 
gestellten Laktimids eingebracht und am RiickfluBkihler unter 
hiufigem Umschiitteln solange erhitzt, bis sich ke Ammoniak 
mehr entwickelte. Nach dem Erkalten wurde der Inhalt mit 
Salzsiiure stark angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Beim 
Verjagen des Athers schied sich Phenylbrenztraubensiure 
krystallinisch aus, welche durch Umkrystallisation gereinigt 
wurde. Sie schmolz bei 154—155°C., gab eine intensive Kisen- 
chloridreaktion und ging mit Phenylhydrazin eine schwerlés- 
liche Verbindung ein. 


Versuche an verschiedenen Tieren. 


Versuch 1. 


Kinem Hunde vom Kérpergewicht 10,8 kg wurden 5g 
Phenylmilchsaure (die Siure wurde in allen Versuchen bei der 
Verabreichung in das Natriumsalz iibergefiihrt) mit Rindfleisch 
gegeben. Das Tier zeigte keine Gesundheitsstérungen. 

Der Harn, welcher in den darauffolgenden 24 Stunden ent- 
leert wurde, wurde auf dem Wasserbade zum Sirup eingedampft 
und wiederholt mit heiBem Alkohol ausgezogen. Aus dem ver- 
einigten alkoholischen Extrakt wurde der Alkohol verjagt, der 
Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen, mit Schwefelsdure 
stark angesiuert und ausgedthert. 


1) Pléchl, Chem. Ber. Bd. 16, S. 2817. 
*) Erlenmeyer u. Lipp, Ann. Chem. Bd. 271, 8. 137. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 12 
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Der Atherriickstand, der sich krystallinisch ausschied. 
wurde iiber Chlorcalcium bis zum konstanten Gewicht ge- 
trocknet. Wir konnten daraus 1,5 g nadelférmiger Krystalle 
gewinnen, welche bei 125°C. schmolzen und Rechtsdrehung 
zeigten. 

0,3247 g Substanz, in 16,5552 ¢ Wasser geldst, drehten im 2-din- 
Rohr bei Natriumlicht 0,77° nach rechts. 

Mithin [a], = + 19,63°. 























iit. - Atherlésliche 
eile ih, ites Substanzen 
b] ee — > ee - itiginats 
Datum Phenyl- @ Ss | Ather- | ¢ = © | d = ae 
milchsiure} 22 | & | 3 2 jestiche Stas i/as eg 
2 8 we a ee SBE 
___ | & [*"| a | oiSebt cise” | Be 
14. Sept. 108 | alk. |1044| 0,8157 | 
i dy 5 298 | sauer|1055/ 3,5187 | — | 1,528 
ee 179 | ,, «| 1044! 0,3413 | 














Versuch 2 (Hund). 


Kinem Hunde vom Ko6rpergewicht 8,22 kg wurden 5g 
d,l-Phenylmilchsiure mit Rindfleisch gegeben. Der nachherige 
24stiindige Harn wurde wie oben verarbeitet. Hierbei konnten 
wir 1,5 g rechtsdrehender, bei 124°C. schmelzender Substanz 
isolieren. 























V Atherlisliche 
ne Harn Substanzen 
abreichte | Rare on 
Datum |4,l-Phenyl-| , & S a Ather- | ¢ = o | g a s 
milchsiture) 25 | YZ | 2 E| wsliche|& se 8 | 2s S 
& > ont pat i; oa 3s 
g = ° Pe % &| Subst. g ob” 7b 
1. Okt. 140 | sauer | 1036] 0,8875 
ii 5 242 » | 1051] *.4551 — 1,4726 
i | 
eer 179 » | 1035} 0,8742 

















An demselben Hunde wurde noch einmal derselbe Ver- 
such unter ganz gleichen Versuchsbedingungen wie oben aus- 
gefihrt. Wir konnten diesmal 1,4 g Substanz gewinnen, die 
bei 124°C. schmolz und nach rechts drehte. Die Substanz 
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wurde mit der oben gewonnenen Substanz mit denselben Eigen- 
schaften vereinigt und zur Bestimmung der spezifischen Drehung 
und der Analyse verwendet. 











ak. H Atherlésliche 
per oe = Substanzen 
Datum d,l-P henyl- 2. g | 5 | e 5 Ather- 2 = 2 Bs si 
milchsaéure a5 | & | & E| losliche | & = 81335 
2 S ipo “oa © | fe oe 
_b.§ Ee ee 
8. Okt. 181 | sauer|1051/| 0,3427 
awe 5 182 ,, | 1054) 3,5690 <n 1,4422 
10. ,, 183 | ,, |1047! 0,3648 




















0,5636 g bei 105—110°C. getrockneter Substanz drehten, in 16,3964 g 
Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 1,35° nach rechts. 


Mithin [a], = + 19,64°. 
0,2196 g bei 105—110°C. getrockneter Substanz gaben 0,5213 ¢ 
CO, und 0,1245 g H,O. 


Ber. f. C,H,,03: Gef.: 
65,03°/, C 64,80°/, C 
6,07 4H. 6.35 H. 


Versuch 4 (Hund). 

Einem 5,08 kg schweren Hunde wurden 5 g Phenylmilch- 
siure als Natriumsalz, in 20 com Wasser gelést, subkutan ein- 
gespritzt. Keine besonderen Gesundheitsstérungen waren be- 
merkbar. Der spitere 24stiindige Harn wurde wie iiblich 
behandelt, und wir konnten schlieBlich 1,7 g rechtsdrehender, 
bei 124°C. schmelzender Substanz gewinnen, welche durch die 
Drehung und die Analyse als d-Phenylmilchsiure identifiziert 
wurde. Ferner wurde eine kleine Menge d,l-Phenylmilchsaure 
zuriickgewonnen. 

0,1777 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz, in 10,1823 g Wasser 
gelést, drehten im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,34° nach rechts. 

Mithin [@}p = + 19,48°. 

0,1560 g bei 105—110°C. getrockneter Substanz gaben 0,3716 g 

CO, und 0,0862 g H,O. 


Ber. f. C,H,,0;: Gef.: 
65,08/, C 64,97°/, C 
6,07 H 618 H 


12* 
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- } er Atherlisliche 
sail Harn Substanze 
gespritzte an — 
Datum |4,l-Phenyl- | & «3 = Ather- 2 a a = oh, 
milchsiure E 2 | “4 ae lésliche By a = a cE eg 
g a Be cs | Subst. g ioe |e bs 
—— —? rr nrc annem nana = en ener a Sana pnDansDaSeIeAESENgypuaEaaEEeDEees » 2 aes 
27. Juli 275 | alk. | 1014] 0,2552 | 
ee ) 176 » | 1027] 38,2800 | 0,082 | 1.7452 
29 o72 | | | 1018] 0,3284 














Versuch 5 (Kaninchen). 


Kinem 3,28 kg schweren Kaninchen wurden 1,5 g Pheny!l- 
milchsiure als Natriumsalz, in 20 ccm Wasser gelést und je 
10 ccm in einem Intervall von 2 Stunden subkutan eingespritzt. 
Der in 26 Stunden seit der ersten Einspritzung entleerte Harn 
wurde in iiblicher Weise behandelt. Es wurden 0,1212 ¢ d-Phe- 
nylmilchsiiure und 0,4110 g d,l-Phenylmilchséure gewonnen. 


Demselben Kaninchen wurden noch einmal 1,5 g Phenyl- 
milchsiiure als Natriumsalz in 40 ccm Wasser gelést, in 2 Por- 
tionen geteilt, in einem Intervall von 2 Stunden subkutan ein- 
gespritzt. Aus dem Harn von 26 Stunden seit der ersten 
Einspritzung konnten wir 0,1012 g d-Phenylmiichsiure und 
0,4095 g d,l-Phenylmilchsiure gewinnen. 


0,1169 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz, in 10,1617 g Wasser 
gelést, drehten im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,23° nach rechts. 


Mithin [«}) = + 20,0°. 














aa - Atherlésliche 
m- Harn Subst 
gespritzte | __ — sound 
Datum d,1-Phenyl- 2-7. Be - e ¢ Solgto 
milchsiure} Menge; §& (|S -¢/HeaS|Ra se l/ sea & 
em | S&S |\&el\ase2l/4 88 /& 8 2 
r sO ~> @ 3 @ 
g ae | CO) AIT |B 
25. Okt. 218 | schw. | 1016 | 0,3045 g 
alk. 
26. 5, 1,5 225 , |1020/1,5708 | 0,4114¢ | 0,1213¢ 
...% 225 » |1014] 0,2520 
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Ei Atherlésliche ee 
a Harn Substanzen i: 
gespritzte = Fa aie 
Datum | d,1-Phenyl- § ‘ a 2.8 2 Solgte a 
milchsiure| Menge; & [S| Ea SIRS e/a = ae 
o |=@ El 2S Bi Ess | & oz cae 
o ecm eo R os & —_ & sh n _ = mR an 
2 nie es iS a, * & : 4 
2. Nov 240 | alk. |1013| 0,2726g ne 
ee 1,5 159 | schw.| 1025/ 1,4826 | 0,4095¢g | 0,1012¢ Pe 
alk. | | 
As 306 alk. | 1015} 0,2822 
Versuch 7 (Kaninchen). 
Kinem 2335 g schweren Kaninchen wurde 1 g Pheny]- 
milchsiiure als Natriumsalz in 2 Portionen subkutan eingespritzt. ‘ 
Aus dem Harn wurden 0,0700 g d-Phenylmilchsiure und 
0,3037 g d,l-Phenylmilchsiure gewonnen. 
Fin- | ie — 
gespritzte | Su wansen 
Datum d,1-Phenyl- 5 7 re 2 _ eeg|. = ‘ 
milchsiure| Menge, & |S -8i/EaSlas es aes 
ra S&P SoeIAages ia es 
g a | Sq ZITR (TF 
2. Nov 290 | alk. | 1014 | 0,2868 g 
eee 1,0 444 | ,, | 1012 | 1,4019 | 0,3037 g | 0,0700 g 
” aed 314 | ,, | 1012] 0,2954 
| | | 
Nach 3 Tagen wurde nochmal 1 g Phenylmilchsiure unter 
denselben Bedingungen wie oben eingespritzt. Aus dem Harn 
wurden 0,0612 g d-Phenylmilchsiure und 0,2274 g d,l-Pheny]l- 
milchsiure gewonnen. 
ee | ae: Atherlésliche 
Kin- Harn ‘ . 
: Substanzen 
gespritzte , a | 
Datum jd,l-Phenyl- | & |yHls o ei 2 3 aon 
milchsiiure} Menge SZ &\/ So RIoa si/a 3s a 
S z Ss , sai & Hh 
- ccm | o Mey sa - a Sa PD os = @ Hi} 
S | alll a Ol oc =| | =| j 
6. Nov. 296 | alk. |1015/ 0,2913 | 4 
a 1,0 332 | ,, |1014| 1,3930 | 0,2274¢ | 0,0612¢ r | 
s 289 | ,, |1015/ 0,2980 











Sin ad Bian Oca, wee oe 
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Nach ungefaihr einem halben Jahr bekam dasselbe Ka- 
ninchen wieder 1,86 g d,l-Phenylmilchsiure als Natriumsalz 
subkutan. Aus dem Harn von 27 Stunden seit der ersten 
Kinspritzung konnten wir 0,1496 g d-Phenylmilchsiure und 
0,5335 g d,l-Phenylmilchsiure gewinnen. 




















Atherlésliche 
wen Hare Substanzen 
gespritzte : 
Datum d,l-Phenyl- * & ¥ a ee " e c a o" 3 " 
milchsiure} Menge; © j|o-s/HReSIlAa s/s & 
@ |& EF) So ein 8: 1 & ss 
ccm S |m o a “o @ |b 2 
ee Le Lm | Sit aie | 
9. Mai 260 | schw. | 1014 | 0,3261 g 
alk. | 
10. ,, 1,86 856 | alk. | 1015) 1,8553 | 0.5835 g  0,1496 g 
So 352 » | 1014} 0,2450 | 

















0,1112 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz, in 10,2586 g 
Wasser gelést, drehten im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,21° nach rechts. 


Mithin [a]p = 19,37°. 


0,1572 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz gaben 0,3760 g CO, 
und 0,0862 g H,0. 


Ber. fiir C,H,,0, Gef. 
65,03°/, C 65,249/, C 
6,07 H 6,09 H 


Versuch 10 (Affe). 


Kinem japanischen Affen wurden 3g Phenylmilchsiure 
als Natriumsalz, in 30ccm Wasser gelést, per os gegeben. Der 
Harn der darauffolgenden 24 Stunden wurde wie iiblich be- 
handelt, wobei 0,0685 g d-Phenylmilchsiure und 0,2130 g un- 
verandert ausgeschiedener d,l-Phenylmilchséure gewonnen wurden. 
Beide Séuren wurden durch den Schmelzpunkt und die Drehung 
identifiziert. 


0,0548 g der bei 124° C. schmelzenden, getrockneten Substanz 
drehten, in 10,24 g Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,11° 
nach rechts. 


Mithin [e]p = + 20,56°% 
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Versuche an Menschen. 


Versuch 1. 


Der eine von uns (Mori) nahm 6 g d,l-Phenylmilchsiure 
als Natriumsalz in 2 Portionen in 2stiindigem Intervall ein 
Er fiihlte sich eine Weile unwohl, und inzwischen steigerte 
sich die Kérpertemperatur auf 37° C. 

Der in 26 Stunden nach dem ersten Kinnehmen entleerte 
Urin wurde in gleicher Weise wie oben behandelt. Hierbei 
konnten wir eine Substanz isolieren, die bei 124° C. schmolZz. 
Sie drehte aber merkwiirdigerweise nach links. Sie wurde 
weiter durch die Analyse und die Drehung als l-Phenylmilch- 
siure identifiziert. Ferner haben wir 0,07 g unverindert aus- 
geschiedener Saure gewonnen. 


0,2116 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz drehten, in 10,0784 g 
Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,41° nach links. 




















Mithin [a] =— 19,52°. 
0,1726 g wasserfreier Substanz gaben 0,4114 g CO, und 0,0982 ¢ H,O 
Ber. fiir C,H,,0, Gef. 
65,03°/, C 65,01°/, C 
6,07 H 6,36 H 
: : i a - | Atherlésliche 
Ein- i 
esaiiiieis Here Substanzen 
, es a | ae ee ae oe 
Datum |4d,1-Phenyl- 7 i. P| 2 tts = 5 _ 
milchsiure | Menge Rv} o-e| 583] o 3 Ss |e 8 
; ccm S$ |n o| £45 <a a 
8 os O |i Si: oe. qi 
13. Juli 638 | sauer | 1021 | 1,3966 ¢ 
6 675 | ,, |1023| 3,8956 | 0,0712¢ | 0,9216 
’ & g 
a « 630 » | 1022} 1,3490 
i 




















Versuch 2. 


Ein Mann vom Korpergewicht 54,375 kg nahm 2 mal je 
3g d,l-Phenylmilchsiure als Natriumsalz in einem Intervall 
von 2 Stunden per os ein, ohne Stérung des Wohlbefindens. 
Aus dem Urin, der in 26 Stunden nach dem ersten Einnehmen 
entleert wurde, gewannen wir 0,5594 g 1-Phenylmilchsaure und 
1,9920 g d,l-Phenylmilchsa&ure. 
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0,2039 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz drehten, in 9,9761 ¢ 
Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,4° nach links. 


Mithin [aln = 19,57 . 














Ein- es Atherlésliche 
verleibte Substanzen 
Datum |d,l-Phenyl- |. oe. 8748, ‘ a. 
milchsiure} Menge © |S 2/F a S(|S 5 | Sa = 
em | @ lw Si ae ela kels 3 
8 a= CH | sed = ay eis ys 
14, Jan. 1530 | sauer | 1014} 1,0550 g | 
An 6 1705 | ,, | 1013) 83,5720 | 1,9920¢ | 0,5594 ¢ 
2120 | ,, | 1010} 0,8796 | 











Versuch 3. 


Kin 19jahriger Mann nahm 10 g d,l-Phenylmilchsiure als 
Natriumsalz, in 3 Portionen, in je 1 stiindigem Intervall per 
os ein. 

Der in 27 Stunden nach dem ersten Einnehmen entleerte 
Urin wurde wie iiblich behandelt. Es wurde hierbei 1,2354 g 
1-Phenylmilchsaéure und 2,6804 g d,l-Phenylmilchsiure gewonnen. 

0,2371 g bei 105—110° C, getrockneter Substanz drehten, in 10,2129 g 
Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,47° nach links. 

Mithin [«]p) = — 20,24°. 

0,1815 g wasserfreier, bei 124° C. schmelzender Substanz gaben 

0,4326 g CO, und 0,0996 g H,O. 














Ber. fiir C,H,,0, Gef. 
65,039), C 65,00 °/, C 
6,07 oH 6,097 H 
Ceres 5 a ioe ~ Atherldsliche 
slice wan Substanzen 
Datum }4d,l-Phenyl- | § \ 2 is 5S es m | 23 e 
milchsiiure| Menge| & S-3/E a8] a a 8 | Ata 5 
em | 8 lw S(S58(Ge3 |S 
ouiuasaianl = | 5 a DP ‘te _ ee = 
24. Sept. 1188 | sauer | 1012| 1,2677¢ | 
e..;: 10 $82-| ,, | 1028 5,7622 | 2,6804¢ | 1,2354¢ 
ZG. 4 1285 5 11012) 1,1550 
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Versuch 4. 

Einem 23 jahrigen Manne vom Kérpergewicht 61,875 kg 
wurden 6g d,l-Phenylmilchsiiure unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie oben per os gegeben. 

Aus dem 26 stiindigen Urin nach der ersten Verabreichung 
konnten wir 1,3318 g l-Phenylmilchsiure und 0,6838 g d,l-Phe- 


nylmilchséure isolieren. 
0,1668 g bei 105—110° C. getrockneter Substanz drehten, in 10,1232 ¢g 
Wasser gelést, im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,33° nach links. 





























Mithin [a]p = — 20,03°. 
on Atherlésliche 
bis Harn Substanzen 
abreichte |_| ; z — a. 
Datum d,l-Phenyl- s 5 i r 2 ok 24 « | 33° 
milchsiure | Menge m |@8-s1 5883670 ™ S/S 6 
= so |S Ee] = = — 2:3 | a & ss 
ccm ® Mo\ip— 4S ar 6M a 4 NR 
8 | Sind ol & | a 
4. Feb. 1340 | schw. | 1016| 1,0366 ¢ | 
| sauer | 
. 5 6 1221 | ,, | 1016] 3,8133 0,6888 g | 1,3318 ¢ 
io. 744 | ,, | 1012] 1,1815 | 
| | 
SchluBfolgerung. 


Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, daf 
die untersuchten Tiere (Hund, Kaninchen und Affe) bei der 
Verfiitterung mit d,l-Phenylmilchsiure im Harn die d-Saure, 
der Mensch dabei die 1-Siure ausscheidet. 

Es ist wenig wahrscheinlich, daB der Mensch und die 
untersuchten Tiere dieselbe Saéure ganz verschieden asym- 
metrisch in der Weise abbauen derart, daB der erstere die 
d-Saiure, die letzteren die l-Siure zersetzen. Es scheint uns 
leichter vorstellbar, da& das eben geschilderte Resultat dadurch 
bedingt ist, daB d,l-Phenylmilchsiure im Menschenorganismus 
vorwiegend iiber Phenylbrenztraubensiure abgebaut wird, die 
dann zum Teil im Organismus durch asymmetrische Reduktion 
in 1-Phenylmilchsiure umgewandelt und in dieser Form aus- 
geschieden wird, wahrend d,l-Phenylmilchsiure im Organismus 
der Tiere unmittelbar asymmetrisch gespalten wird, so daB die 
dabei unangegriffen gelassene d-Siure zur Ausscheidung kommt. 


ee. 
Gi ciaatgh 


BD Sa die I ae ae oe iy inn ty ap 











Uber das Verhalten der Phenylmilchsiure 
im tierischen Organismus. 


IJ. Mitteilung. 


Von 


Y. Mori. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1922.) 


In Gemeinschaft mit Prof. Kotake"') habe ich es wahr- 
scheinlich gemacht, daB Phenylmilchsiure im menschlichen 
Organismus zum Teil iiber die entsprechende Ketonsiure, Phenyl- 
brenztraubensiure, abgebaut wird. Wir legen auf diese n- 
nahme deswegen besonderes Gewicht, weil man, wenn sie 
sicher begriindet wird, dann mit Recht behaupten kann, dab 
eine Alkoholsiiure, die aus den Aminosiuren abgeleitet wird, 
auch im Organismus in die entsprechende Ketonsiure iiber- 
gefiihrt wird. Man wiirde dann berechtigt sein, im allgemeinen 
anzunehmen, daB eine Alkoholsiure und die entsprechende 
Ketonsiiure im Organismus unter entsprechenden Bedingungen 
gegenseitig umgewandelt werden. 

Da ich neuerdings d,l-Phenylmilchsaiure mit Hilfe des Strych- 
ninsalzes in ihre Antipoden spalten konnte, habe ich nunmehr 
unter Leitung von Prof. Kotake mit der d- und 1-Siure einige 
Versuche angestellt, in der Absicht, mit einer optisch-aktiven 
Form der Saure tatsiichlich die entsprechende Ketonsiiure zu 
erhalten. 

Die Darstellung der optisch-aktiven Phenylmilchsiure erfolgte 
nach folgender Methode: 
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Die nach Pléchl und Erlenmeyer und Lipp’) dargestellte 
dj-Phenylmilchsiure wurde durch Umkrystallisieren gereinigt. 
3g gereinigter Siure wurden in 100 ccm Wasser geliést, mit 
6,1 g Strychnin versetzt und auf dem Wasserbade erwidrmt, bis 
das Strychnin in Lésung gegangen war. Die filtrierte Lisung 
wurde mit einigen Krystallen des Strychninsalzes der d-Phenyl- 
milchséure geimpft und bis zum niachsten Tag in der Kilte 
stehen gelassen, wobei sich harte tetraédrische Krystalle neben 
nadelférmigen ausschieden. Die letzteren listen sich bei gelindem 
Erwirmen auf dem Wasserbade, so daB ohne Schwierigkeit 
die ersteren durch Filtration isoliert werden konnten. Das 
Filtrat wurde nun mit einigen Krystallen des 1-phenylmilch- 
sauren Strychnins geimpft und iiber Nacht in der Kilte be- 
lassen. Die dabei abgeschiedenen nadelférmigen Krystalle 
wurden abfiltriert. 

Das Filtrat wurde dann bis zu ?/, Volumen eingedampft 
und in gleicher Weise, wie oben erwihnt, behandelt, indem 
jedesmal nach dem Impfen 7—10 Tage in der Kialte stehen 
gelassen wurde. 

Die durch zweimalige Umkrystallisation gewonnenen tetra- 
edrischen Krystalle wurden in heiBem Wasser gelist, die Lésung 
mit Ammoniak versetzt und filtriert. Das Filtrat wurde nun 
mit Schwefelsiure angesiuert und ausgeathert. Beim Destillieren 
schieden sich nadelférmige Krystalle ab, welche bei 124°C. 
schmolzen und nach rechts drehten. 

0,2486 g getrockneter Substanz drehten, in 10 ccm Wasser geldst, 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,52° nach rechts. 

[aly = + 20,92° 

Aus dem nadelférmigen Strychninsalze konnte ich durch 
dieselbe Behandlung eine freie Siure isolieren, die wieder in 
Nadeln krystallisierte, und die bei 124° C. schmolz und nach 
links drehte. 


0,3222 g wasserfreier Substanz drehten, in 10 com Wasser geldst, 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,64° nach links. 


[aly = — 19,86° 
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Versuche am Menschen. 


Versuch 1. 


Der Verfasser (ein 32jihriger Mann vom Korpergewicht 
54,5 kg) nahm 4 g d-Phenylmilchsiure als Natriumsalz in 
2 Portionen in einstiindigem Intervall ein. 

Der Urin von 24 Stunden nach der ersten Kinnahme wurde 
mit Schwefelsiiure angesiuert und wiederholt ausgeiithert. Aus 
dem Atherriickstande wurden 0,1284 g Phenylbrenztraubensiure 
isoliert, welche durch die Krystallform (Blittchen), den Schmelz- 
punkt (154—155° C.) und die Eisenchloridreaktion identifiziert 
wurde. Aus deren Mutterlauge wurden 1,0854 g Phenyl- 
milchsiiure gewonnen, welche durch die Bestimmung der spezi- 
fischen Drehung als unverindert ausgeschiedene d-Siure er- 
kannt wurde. 


0,2593 g getrockneter Substanz drehten, in 10 ecm Wasser gelést, 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,53° nach rechts. 














[ely = + 20,45 ° 
a naan Atherlésliche 
Kinge- Harn g ae 
nommene ho a 
-P | + : N : ‘ = Q 
Datum d-Phenyl- g B\3,81l380/4288 
milch- Menge 3 on| moe lam 8) a & ss 
4 Qe v¢e 5 Ay a 2 | «2 Nn 
a ccm 6 Noise sela~agpe!|sa§ss 
——_————— | eT: 
1. Nov. 1145 | sauer | 1020 | 0,6108 g | 
. 4 1488 | ,, | 1020! 2,4900 1,0854 g | 0,1284 g 
os 1048 | ,, ., 1020} 0,6018 | 














Versuch 2. 
Der Verfasser nahm 4 g 1-Phenylmilchsiure als Natriumsalz 
in 2 Portionen ein, indem er dabei ganz dieselben Bedingungen 
wie oben einhielt. 


Das Urin von 24 Stunden nach dem ersten EKinnehmen 
wurde wie oben verarbeitet und aus dem Athberextrakt wurden 
0,027 g Phenylbrenztraubensiure und 1,8654 ¢ 1-Phenylmilch- 
saure gewonnen. 
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0,2390 g wasserfreier Substanz drehten, in 10 com Wasser geldst, 


im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,48° nach links. 











[a]n = — 20,08° 
Einge- Atherlésliche 
ve Harn . 
nommene Substanzen 
a d-Phenyl- aes +o? ee ee 
atum ‘lo ane a 5 = | od as 
mel Menge | S| Sic = Sseileaeal b & eS 
— | S$ |ae Se alheg| os @ 
em | § |no|SALl/~ Ae a ss 
g |e | Ole ZIT RP | MES 
6. Nov. 1100 | sauer | 1019 | 1,1700 g | 
— 4 1146 | | 1021 | 3,0651 1,8654 g| 0,0270 g 
8. 900 | 1019 | 0,5368 | 








Versuche am Hunde. 


Versuch 1. 





Kinem 8,05 kg schwerem Hunde wurde 2 g d-Phenylmilch- 


siure als Natriumsalz in wenig Kuhmilch gelést, in 2 Portionen 


in einstiindigem Intervall verfiittert. 

Der Harn von 25 Stunden nach der ersten Verfiitterung 
wurde behandelt wie beschrieben. Es wurde eine kleine Menge 
Krystallblittchen erhalten, die durch die Reaktion und den 


Schmelzpunkt als Phenylbrenztraubenséure erkannt wurden. 


Die wiedergewonnene d-Phenylmilchsiure betrug 1,3487 g. 


0,2568 g wasserfreier Substanz drehten, in 10 ccm Wasser geldst, 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,52° nach rechts. 








Datum 


29. Okt. 





Verab- 
reichte 
d-Pheny]- 
milch- 
siure 


oe 
5 


bo 











Harn 

6 |. 

Menge| © BS am 

em | ‘2 |d'o 

Ba) os 

242 | schw. | 1014 
| sauer 

398 | schw. 1020 
| alk. 

350 | schw. | 1014 





_ Sauer 





! Atherlés- 


| 
} | 


| 


| liche 
} Substanz. 


S 
—_ 
CO 
ie 2) 
Ts 
10) 


1,8077 


0.2516 














Atherlisliche 
Substanzen 
= ‘ | ‘ 
= Paes = - 
e@gt 2 € 
amy | PEs 
mm § 23}o0%83 82 
opis 6 § 
ag |S ES 
| 
| 
| 
1,3487¢ | kleine 
Menge 


j 
4 
' 
j 
; 
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Versuch 2. 


Dem eben benutzten Hunde wurden 2 g 1-Phenylmilch- 
siure als Natriumsalz in 2 Portionen verfiittert unter gleichen 
Bedingungen wie im letzten Versuch. 

Aus dem Harn von 25 Stunden nach der ersten Ver- 
fiitterung wurden 0,8060 g 1-Phenylmilchsiiure wiedergewonnen. 
Wenn der Atherriickstand aus dem Harn auch Eisenchlorid- 
reaktion gab, konnte ich Phenylbrenztraubensiure nicht iso- 
lieren. 


0,1949 ¢ getrockneter Substanz drehten, in 10 ccm Wasser geldst. 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,4° nach links. 














falp = — 20,52° 
- | Verab- |_ Atherlésliche 
reichte Harn Substanzen 
Deine | Oe Tl wl ale ee 
atum . = a Z| ty te 
oneal Menge 2 |se|e esile2e2el\bee 
saure id SE| So min gs | 8 a 
, es Br | os es A, pa os 
cem > |InV ipa & sa |= 5 § 
| g Ae 5 a NB 
5. Nov. 470 |schw.| 1018| 0,2078 g | 
alk. | | 
—_— 2 458 |schw.| 1018| 1,3688 | 0,8060g| kleine 
alk. | | Menge 
ae 172 | schw.| 1020) 0,2344 | 
alk. | | 

















Aus den Untersuchungen ergibt sich, daB Phenylmilch- 
siure im Organismus zum Teil in Phenylbrenztraubensiure 
iibergefiihrt wird. Der Vorgang kommt besonders beim Men- 
schen deutlich zum Vorschein. So glaube ich, dadurch eine 
kriftige Unterstiitzung fiir die Ansicht, die von uns in der 
letzten Arbeit ausgesprochen war, gefunden zu haben. 

Beim Menschenversuch schied sich die |-Siure etwas mehr 
unveraindert aus im Vergleich zur d-Siure. Dies ist auch viel- 
leicht durch die Riickbildung der 1-Phenylmilchsiure aus der 
gebildeten Phenylbrenztraubensiure herbeigefiihrt. 








Uber das Verhalten der Phenylbrenztraubensaure 
im tierischen Organismus. 
Von 


Y. Kotake und Y. Mori. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922.) 


Friiher stellte A. Suwa?) fest, daB Phenylbrenztrauben- 
siure im Menschenorganismus in |-Phenylmilchsiure iibergefiihrt 
wird. Suwas Versuch wurde ausschlieBlich am Menschen aus- 
gefiihrt. Es ist wiinschenswert, daB8 derselbe Versuch zugleich 
an Tieren ausgefiihrt wird, um unsere Resultate, die sich aus 
den eben geschilderten Versuchen mit Phenylmilchsiure ergaben, 
besser zu verstehen. 

Die zum Versuche gebrauchte Phenylbrenztraubensdure 
wurde durch Spaltung des Laktimids, wie erwihnt, dargestellt. 


Versuch am Hunde. 


Einem Hunde vom Kérpergewicht 5,08 kg wurden 8 g 
Phenylbrenztraubensiure als Natriumsalz in 4 Portionen in je 
1*/, stiindigem Intervall subkutan eingespritzt. 

Der Harn, der wahrend 30 Stunden nach der ersten In- 
jektion gesammelt wurde, wurde auf dem Wasserbade bis zum 
Sirup eingedampft und dann mit heifem Alkohol wiederholt 
extrahiert. Aus dem alkoholischen Extrakt wurde der Alkohol 
verjagt, der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen, mit 
Schwefelsiiure stark angesiuert und mehrmals mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Atherriickstand wurde nun mit wenig Wasser 
versetzt, erwirmt und einen Tag stehen gelassen. Die hierbei 
ausgeschiedenen Krystalle, die sich unter dem Mikroskop als 
einheitliche Blattchen erwiesen, wurden abgesaugt und getrocknet. 





1) A. Suwa, Diese Zs. Bd. 72, S. 127. 
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Y. Kotake und Y. Mori, 


Sie betrugen 0,4641 g. Sie wurden durch den Schmelzpunkt 
(154—155° C.) und die Eigenschaften als Phenylbrenztrauben- 
siure identifiziert. 

Das Filtrat wurde zum Sirup eingedampft, in Ather, der 
mit schwefliger Siure gesittigt war, gelést, und mit gesittigter 
Natriumbisulfitlésung geschiittelt. Beim Destillieren des Athers, 
der vorher mit wenig Wasser gewaschen war, bekamen wir 


0,2475 g Substanz, die in Nadeln auskrystallisierte. 


Sie war 


eine linksdrehende Siure, die nach zweimaliger Umkrystalli- 
sation bei 124° C. schmolz. 





Ein- 























; Harn 
gespritzte 
Phenyl- a —— ee 
Datum pice all | |Atherlés- |) Phenyl- |1-Phenyl- 
bensiiure |Menge|Reak- | Spez. | __ liche brenztrau-| milch- 
enn | tion | Gow. ‘Substanz. era siiure 
ee 2..2e | 1 g g 
5. Juni 414 sauer 1015 | 0,2058 | 
i . 338 jschw. 1024 | 1,9887 | 0,4641 | 9.9475 
| alk. 
—” 312  sauer 1018 0.3754 











Zum zweiten Male wurde demselben Hund 8 g Pheny]- 
brenztraubensaure als Natriumsalz, in 500 ccm Kuhmilch gelést, 
im Laufe von 6 Stunden per os gegeben. 

Der Urin, welcher in 30 Stunden seit dem Beginn der 
Siureeinfiihrung entleert wurde, wurde wie oben behandelt. 
Diesmal konnten wir 0,1424 g nadelférmiger Krystalle, welche 
nach links drehten und bei 124° C. schmolzen, isolieren. Phe- 
nylbrenztraubensiure war nicht vorhanden. 





Datum 


19. Juni 
20. 


21. 


29 


”? 


Ein- 



































verleibte Harn 
Phenyl- |-— ~ = aoa 
facial Atherlés- |) Phenyl- | 1-Pheny]- 
siure |Menge| Reak-| Spez. | liche brenztrau-| milch- 
eem | tion | Gew. |Substanz.|( bensiiure | siiure 
WB 2. a ae 
309 | sauer| 1017 | °0,3270 
8 806 | alk. | 1020 2,4100 —_ 0,1424 
314 | sauer| 1017 | 0,2470 
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Die durch zweimalige Versuche gewonnene, bei 124°C 
schmelzende, nadelf6rmige Substanz wurde vereinigt und ana- 
lysiert. 


0,1566 g getrockneter Substanz, in 10,1507 g Wasser gelist, drehten 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,3° nach links. 


[ae}p = 19, 50° 
0,1178 g getrockneter Substanz gaben 0,2810 g CO, und 0,0669 ¢ H,O. 
Gef. Ber. f. C,H,,0, 
65,06°/, C 65,03°/, C 
6,31 H 6,07 H 


Versuch am Menschen. 


Gelegentlich haben wir einen Versuch am Menschen aus- 
gefiihrt. EKinem 19jahrigen Mann vom Kérpergewicht 58,052 kg 
wurden 10 g Phenylbrenztraubensiure als Natriumsalz in 3 Por- 
tionen in je einstiindigem Intervall gegeben. 

Der Urin, der in 27 Stunden nach der ersten EKingabe 
entleert wurde, wurde in gleicher Weise behandelt, wie oben 
erwihnt. 

Die unverandert ausgeschiedene Phenylbrenztraubensiureé 
wog nach Umkrystallisieren aus Benzol 1,2434 g. | 

Das Filtrat wurde zum Sirup getrocknet, in mit schwef- 
liger Siure gesittigten Ather gelist und mit gesittigter Natrium- 
bisulfitlisung geschiittelt. Aus dem Ather, der vorher ge- 
waschen war, konnten wir 0,5968 g nadelférmiger, bei 124° C. 
schmelzender Krystalle gewinnen. 














Verab- 
reichte sam 
Phenyl- = 
Datum “Pacer sl | Atherlés- |) Phenyl- | 1-Phenyl- 
bensiiure |Menge| Reak-| Spez.| liche |\brenztrau-| milch- 
eem | tion | Gew. | Substanz. —“w siure 
ae. o a 2 aii 
8. Juli 882 ot 1020 120 | 0,9930 
10 699 |, | 1080 45273 1,2434 | 0,5968 
a 513 | , | 1024 | 0,9584 














0,1986 g getrockneter Substanz in 10,0964 g Wasser gelést, drehten 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,39° nach links. 


[a]p = — 19,83° 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 13 





a ea a 
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0,1523 g wasserfreier Substanz gaben 0,3638 g CO, und 0,0836 g H,0. 


Gef. Ber. f. C,H,,0, 
65,149, C 65,03°/, C 
6,09 H 6,07 H 


Somit ist mit Sicherheit bewiesen, daB die einverleibte 
Phenylbrenztraubensiure sowohl im Menschen-, wie auch Tier- 
organismus zum Teil zu l-Phenylmilchsiure reduziert wird. 








Uber das Verhalten des Phenylalanins im tierischen 
Organismus. 


Von 


Y. Kotake, Y. Masai und Y. Mori. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2%, Juli 1922.) 


In einer der vorausgehenden Arbeiten haben Y. Kotake, 
Z. Matsuoka und M. Okagawa?) mit Sicherheit bewiesen, 
dai Tyrosin, wenn es einem Kaninchen in reichlicher Menge 
verabreicht wird, im Organismus zum Teil in Oxyphenylbrenz- 
traubensiure iibergefiihrt wird, eine Tatsache, welche beweist, 
daB die KiweiBaminosiuren im tierischen Organismus oxydativ 
desaminiert werden kénnen. Nun war es fiir uns von héchstem 
Interesse, zu priifen, ob Phenylalanin unter denselben Be- 
dingungen auch oxydativ desaminiert werden kann, so daB die 
dabei gebildete Phenylbrenztraubensiiure im Harn ausgeschieden 
wird, Diese Priifung erschien um so wertvoller, als die Mei- 
nungen tiber den Abbau des Phenylalanins im Tierkérper mehr 
oder weniger auseinandergehen. 

Das in unseren Versuchen gebrauchte d,l-Phenylalanin 
wurde nach der Vorschrift von E. Fischer’) aus Benzylmalon- 
siure iiber Benzylbrommalonsaiure und Phenylbrompropionsiure 
dargestellt. Die l- und d-Saéure wurden nach E. Fischer und 
Schoeller’) mit Hilfe der Formylverbindung gewonnen. Unsere 
optisch-aktiven Priparate zeigten folgende Drehung. 


1. 0,1992 g Substanz drehten, in 16,2705 g Wasser gelést, im 2 dm- 
Rohr bei Natriumlicht 0,81° nach rechts. 
[aly = + 35,12° 
2. 0,3109 g Substanz drehten, in 16,2165 g Wasser gelést, im 2 dm- 


Rohr bei Natriumlicht 1,32° nach links. 
[a]p = — 35,10°. 





1) Siehe oben. 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 3064. 

5) E.Fischeru.W.Schoeller, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 357, S.1. 
13* 
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Versuch mit d,l-Phenylalanin. 


Versuch 1. 


Einem Kaninchen vom Kérpergewicht 2400 g wurden 
tiiglich 9 g Phenylalanin in 3 Portionen in je 31/, stiindigem 
Intervall mittels Schlundsonde in den Magen eingebracht. 
Wiahrend der Versuchstage nahm die Kérperschwiche mehr 
und mehr zu, bis am 5. Tage schlieBlich die Verabreichung 
des Phenylalanins unterbrochen wurde. Ejinige Tage darauf 
war das Tier wieder hergestellt. 

Der jeden Tag unter Vermeidung von Faulnis gesammelte 
Harn wurde mit 25°/, iger Schwefelsiure angesdiuert und jeder 
fiir sich im Sutoschen Extraktionsapparat mehrere Tage mit 
Ather ausgezogen. Der Ather wurde dann abdestilliert, der 
Riickstand getrocknet und gewogen. 

Aus den Atherriickstanden vom 1. bis 3. Tag konnten 
wir in kleinen Kiigelchen abgeschiedene Substanz isolieren, 
welche aus Benzol in einheitlichen Blaittchen krystallisierte. 

Die Substanz schmolz bei 154—155° C., gab EKisenchlorid- 
reaktion und ging mit Phenylhydrazin eine schwer lésliche 
Verbindung ein. Ferner gab sie bei Reduktion mit Natrium- 
amalgam eine Saure, deren EKigenschaften mit d,l-Phenylmilch- 
siure ganz iibereinstimmte. Es unterliegt also keinem Zweifel, 
daB die aus dem Harn gewonnenen Krystalle Phenylbrenz- 
traubensiure waren. ') 

Aus dem Harn vom 4. Tag konnten wir eine in sechs- 
seitigen Blattchen krystallisierende Substanz isolieren, welche 
gegen 215°C. schmolz. Sie gab eine intensive Millonsche 
Reaktion und zeigte in einer verdiinnten Lisung beim Zusatz 
von Eisenchlorid eine sofort verschwindende Blaufirbung. Sie 
war auch mit Phenylhydrazin eine Verbindung zu bilden be- 
fahigt. Sie lieferte bei Reduktion mit Natriumamalgam eine 
bei 145° C. schmelzende Siure, die durch die Reaktionen als 
d,l-Oxyphenylmilchsiiure erkannt wurde. Also ist es sicher- 





1) Aus der Mutterlauge der Phenylbrenztraubenséiure konnten wir 
eine kleine Menge nadelférmiger Krystalle gewinnen, welche wahrschein- 
lich Phenylmilchsiure waren. 
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J 
oe 
ink 
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gestellt, daB die hier aus dem Harn gewonnene krystallinische 
Substanz Oxyphenylbrenztraubensiure war. 
Die Mutterlauge der Oxyphenylbrenztraubensiure wurde 


mit Bleiacetat und dann mit Bleiessig ausgefiallt. 


Der Blei- 


essigniederschlag wurde gut gewaschen, in wenig Wasser auf- 


geschwemmt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 


Die vom 


entstandenen Bleisulfid abfiltrierte Flissigkeit wurde auf dem 
Wasserbade eingeengt und in der Kialte stehen gelassen; hierbei 
schied sich eine bei 168° C. schmelzende, in Nadeln krystalli- 
sierende Siure aus, die durch die Eigenschaften als 1-Oxy- 
phenylmilchsaure erkannt wurde. 

Der mit Ather erschépfte, je 24 stiindige Harn wurde nun 


mit Bleiacetat und Bleiessig ausgefallt und filtriert. 


Aus 


jedem Filtrat, das sich aus dem Harn vom 1. bis 3. Tag ergab, a 
konnten wir eine Substanz isolieren. Sie schmolz, aus Alkohol 
und Wasser umkrystallisiert, bei 283° C. und drehte nach 
rechts. Nach den Eigenschaften stellte sie also d-Phenylalanin dar. 
Aus dem mit Ather erschépften Harn vom 4. Tag wurde 
durch dieselbe Behandlung, wie oben beschrieben, eine kleine 
Menge Substanz erhalten, welche in Nadeln krystallisierte und 
Millonsche Reaktion gab. Wenn sie auch wegen des Mangels 
an Material nicht véllig identifiziert werden konnte, laBt sich 
aus den Eigenschaften vermuten, daB sie Tyrosin war. 























Verabreicht. Harn Aus dem Ather- 
Datum } d,l-Phenyl- Menge | Reak- | Spez. | Ather- | extrakt gewonn. 
alanin g eem | tion | Gew. | extr. g Substanzen 
10. Aug. 230 | alk. | 1028 0,2457 
) ae 9 280 » | 1020 | 0,9000} Phenylbrenz- 
| traubensaure 
~~ ws 9 180 » | 1080 | 1,1359 desgl. 
mY 9 255 | schw. | 1020 | 1,6270 desgl. 
alk. | 
a 9 430 , , 1018 | 1,6043] Oxyphenylbrenz- 
| traubensiiure und 
| Oxy phenylmilch- 
saure 
a 150 | sauer | 1051 | 0,2894 
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Versuch 2. 


Kinem 2550 g schweren Kaninchen wurden taglich 9 ¢ 
Phenylalanin in 3 Portionen in je 31/, stiindigem Intervall in 
den Magen eingefiihrt. Am 5. Tag wurde Phenylalanin des- 
wegen nicht mehr verabreicht, weil das Tier sehr angegriffen 
schien. Bald darauf aber wurde das Tier wieder munter. 

Der je 24stiindige Harn wurde wie iiblich behandelt. 
Die Resultate finden sich in folgender Tabelle. 














Verabreicht. Harn Aus dem Ather- 
Datum | Phenyl- |Menge| Reak- | Spez. | Ather-| extrakt gewonn. 
analin g cem | tion | Gew. | extr. g Substanzen g 
22. Sept. 812 | alk. | 1020 | 0,2514 
ae 9 600 | schw. | 1010 | 1,3110} Phenylbrenz- 
sauer | traubensiiure 
0,4220 
24, ,, 9 460 , | 1015 | 1,5025] desgl. 0,3850 
_ ae 9 360 | sauer | 1020 | 1,2835] desgl. 0,0806 
aoe 9 337 » | 1020 | 0,8704] desgl. 0,2581 
_, Senet 9 485 | ,, 1013 | 1,4825]| Oxyphenylbrenz- 
| traubensiiure 
| 0,3249 

















Versuch mit d- und 1-Phenylalanin. 


Die folgenden 3 Versuche wurden an demselben, jeden 
Tag ganz gleich ernihrten Kaninchen ausgefihrt, indem még- 
lichst dieselben Versuchsbedingungen eingehalten wurden. 


Versuch 1. 


Dem Tier wurde 9 g d-Phenylalanin in je 31/, stiindigem 
Intervall, jede Portion in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt, in 
den Magen eingefiihrt. 

Der Harn, der wihrend 24 Stunden nach der letzten Hin- 
fiihrung gesammelt wurde, wurde mit Schwefelsiure angesiuert 
und mittels des Extraktionsapparats wochenlang mit Ather 
ausgezogen. Der Ather wurde dann abdestilliert, der Riick- 
stand getrocknet und gewogen. Darauf wurde er mit wenig 
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Wasser hei8 aufgenommen und in der Kilte stehen gelassen; 
die dabei auftretende Fallung krystallisierte aus Benzol in 
einheitlichen Blattchen aus. Da8 sie Phenylbrenztraubensiure 
waren, ist durch den Schmelzpunkt und die Reaktionen auBer 
Zweifel gestellt. 


Der Harn, welcher mit Ather erschépft wurde, enthielt 
das unverindert ausgeschiedene Phenylalanin. 





| 
| 
































. Harn 
Bee | Atherlésl. ) Phenyl- | phenyl 
Sod therlosl. ‘ enyl- 
Datum Ss Menge | Reak- | Spez. brenztrau- te 
& Ay “cs : Substanz. Saeed alanin 
D rey ecm | tion | Gew. ensaure 
> g g 8 
9. Dez. 3835 | alk. | 1021 | 0,5730 
10. 5 | 9g | 375 |neutr.| 1020] 1,1730 0,5780 3,5 
Versuch 2. 


Dem Kaninchen wurden 9 g 1-Phenylalanin in 3 Portionen 
in je 34/, stiindigem Intervall, jede in 50 ccm Wasser suspen- 
diert, in den Magen eingefiihrt. 

Der Harn von 24 Stunden nach der letzten Verabreichung 
wurde wie oben behandelt, wobei Phenylalanin isoliert wurde. 









































| Saar PON... Peers 
Dat F eS 2 Atherlésl. | Phenyl- | Phenyl- 
atum ‘ . 
ha Menge Honk Spez. | substanz. —_— aur! alanin 
o 4 ecm | tion | Gew. ensaure 
> § g 8 
15. Jan. 321 | alk. | 1022 | 0,2463 | 
16. ,, | 9g | 340 |schw.| 1019] 2,0530 | 0,8480 Spur 
sauer | 
Versuch 3. 


Zur Kontrolle haben wir demselben Kaninchen 9 g d,l-Phe- 
nylalanin unter ganz gleichen Bedingungen wie oben beschrieben, 
gegeben, und der 24stiindige Harn nach der letzten Ver- 
abreichung wurde wie iiblich behandelt mit folgenden Resultaten: 





<f 
a J 
eS 
A 
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ay . Harn | 
. B88 Atherlésl.) Phenyl- | Phenyl. 
atum |.o= 3 |Menge| Reak-| Spez. | brenztrau- : 
BRAS P Substanz. ” alanin 
oe” cem | tion | Gew. bensiiure 
> | 5 g & 
17. Dez. 358 | alk. | 1020 0,2475 
18. , | 9g | 476 | schw.! 1018] 1,5620 0,6995 1,7 
sauer 




















Zusammenfassend sagen die Versuche folgendes: 
1. Das Kaninchen scheidet im Harn Phenylbrenztrauben- 
siure aus, wenn Phenylalanin in reichlicher Menge verab- 


reicht wird. 





2. Die dabei gebildete Phenylbrenztraubensiure kann im 
Organismus in Oxyphenylbrenztraubensiaure iibergefiihrt werden, 
3. Nicht nur 1-Phenylalanin, sondern auch d- und d,l-Phe- 
nylalanin kénnen im tierischen Organismus oxydativ desami- 


niert werden. 








Uber die Ausscheidung der Oxyphenylmilchsiure 
bei Tyrosinfiitterung an Kaninchen. 


Von 


Y. Kotake u. M. Okagawa. 


Aus dem mediz.-chem. Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922.) 


Wir haben in Gemeinschaft mit Matsuoka?!) beobachtet, 
daB das Kaninchen bei reichlicher Tyrosinverabreichung im 
Harn Oxyphenylbrenztraubensiure und Oxyphenylmilchsiure 
ausscheidet. Nun haben wir es unternommen, die Mengen- 
verhiltnisse beider gebildeten Saiuren méglichst genau zu be- 
stimmen, um dadurch fiir die Frage, ob die Aminosiuren im 
tierischen Organismus hydrolytisch desaminiert werden kénnen, 
eine Lésung zu erbringen. 

Hier wurden stets je ein paar Versuche, einmal mit 
l-Tyrosin, einmal mit d,l-Tyrosin, an demselben Kaninchen 
unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt, um beide Resultate 
miteinander vergleichen zu kénnen. 


Versuch 1. 


In folgenden 2 Versuchen wurde ein 2550 g schweres 
Kaninchen benutzt: 

Am 38. Sept. erhielt das Kaninchen dreimal je 2 g 1-Tyrosin 
in je 3stiindigem Intervall per os. Das Tier war ganz munter. 

Der Harn wurde vom Beginn der Tyrosinverabreichung 
etwa alle 6 Stunden mittels Katheters entnommen. Jeder 
Harn wurde sofort mit Schwefelsiure angesiuert und mit 
Ather ausgeschiittelt. Der Harn wurde im ganzen wahrend 
28 Stunden gesammelt, bis der Atherriickstand nicht mehr 
Millonsche Reaktion gab. Der darauffolgende Harn enthielt 
nur geringe Menge itherléslicher Substanz, die nur eine schwache 
Millonsche Reaktion gab, so daB sich gar kein Unterschied 
zeigte, im Vergleich zum normalen Harn. 

Die von einzelnen Portionen des Harns, namentlich den 





1) Siehe oben. 
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zuerst entleerten, gewonnenen Atherriickstinde enthielten eine 
relativ bedeutende Menge kérniger Krystalle. Die Riickstiinde 
wurden vereinigt, iiber Schwefelsiure getrocknet und gewogen. 

Samtlicher Atherriickstand wurde dann mit wenig Wasser 
versetzt, wobei die genannten Krystalle fast vollstiindig un- 
gelést zuriickblieben. Sie wurden abfiltriert und bis zu kon- 
stantem Gewicht getrocknet. Sie wogen 0,3023 2, zeigten 
Hisenchloridreaktion und bildeten bei langsamer Auskrystalli- 
sation sechsseitige Blaittchen, die gegen 215°C. schmolzen. Sie 
waren also zweifelsohne Oxyphenylbrenztraubensiure. 

Die Mutterlauge der Oxyphenylbrenztraubensiiure wurde 
eingeengt und einen T'ag in der Kialte stehen gelassen. Hierbei 
schied sich eine kleine Menge nadelférmiger Krystalle nebst 
einer Spur von kérnigen Krystallen aus. Die ersteren wurden 
sorgfiltig isoliert und gereinigt. Sie betrugen ca. 0,1 g, 
schmolzen bei 168°C., zeigten Millonsche Reaktion und 
drehten nach links. Sie waren also 1-Oxyphenylmilchsiiure. 


Versuch 2. 


Am 6. Sept. erhielt das Kaninchen dreimal je 2 g d,l-Tyrosin 
in je 3stiindigem Intervall mit Schlundsonde. 

Der Harn wurde in gleicher Weise, wie oben beschrieben, 
gesammelt und verarbeitet. 

In diesem Versuche wurden 0,3291 g Oxyphenylbrenztrauben- 
siiure isoliert, ohne da Oxyphenylmilchsiure gefunden wurde. 

Der mit Ather erschépfte Harn wurde mit Natriumbi- 
carbonat neutralisiert, mit Bleiacetat und Bleiessig gefallt und 
das entbleite Filtrat in der Kilte stehengelassen. Hierbei 
schied sich eine kleine Menge Tyrosin aus. 

Folgende Tabelle zeigt die Resultate, die sich aus den 
obigen 2 Versuchen ergaben: 








Eingegebenes Atherlisliche | Oxyphenylbrenz- | Oxyphenylmilch- 


Tyrosin Substanz traubensiure siiure 
ee. ee: ees eee FTE OPE FE ae 
1-Tyrosin 6 2,2826 0,3021 ca, 0.1 











d,l-Tyrosin 6 2,0362 0,3291 0 
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Versuch 3. 


In folgenden 2 Versuchen wurde ein 2750 g schweres 
Kaninchen benutzt: 

Am 10. Sept. erhielt das Kaninchen dreimal je 2 g d,l- 
Tyrosin in je 3stiindigem Intervall mit Schlundsonde. 

Der Harn wurde wahrend 34 Stunden nach der ersten 
Tyrosineinfiihrung gesammelt. Er wurde mit Schwefelsiure 
angesiiuert und wiederholt mit Ather ausgeschiittelt. 

Aus dem Atherriickstand konnten wir 0,3406 g Oxyphenyl- 
brenztraubensiure nebst einer Spur von Oxyphenylmilchsiure (?) 
isolieren. Ferner enthielt der Harn eine kleine Menge Tyrosin. 


Versuch 4. 


Am 13. Sept. bekam das Tier dreimal je 2 g 1-Tyrosin 
in je 3stiindigem Intervall im Magen. mit Schlundsonde. 

Der Harn wurde wiaihrend 34 Stunden nach der ersten 
Tyrosineinfiihrung gesammelt und verarbeitet wie beschrieben. 
Dadurch konnten wir 0,3808 g Oxyphenylbrenztraubensiure 
und ca. 0,1 g Oxyphenylmilchsiure isolieren, welche letztere 
durch die Bestimmung des Krystallwassers und der spezifischen 
Drehung als 1-Oxyphenylmilchsaure identifiziert wurde. 

0,0492 g¢ an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—-110°C. 
0,0024 g H,O. 

Gef.: Ber. f. C,H,,0, + 3H,0O: 
4,87°/, H,O 4,71°/, H,O 

0,0464 g getrockneter Substanz drehten, in 10,23 g Wasser gelost, 

in dm-Rohr 0,085° nach links. 

















[a@]py = — 18,72° 
Eingegebenes Atherlésliche | Oxyphenylbrenz- | Oxyphenylmilch- 
Tyrosin Substanz traubensiiure siure 
, S = § 8 
d.l-Tyrosin 6 1,6043 0,3406 0 
1-Tyrosin 6 1,8465 0,3808 ca. 0,1 











Versuch 5b. 


In folgenden 2 Versuchen wurde ein 2750 g schweres 
Kaninchen benutzt: 





RA HO on 
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Am 25. Sept. erhielt das Tier 4 g 1-Tyrosin in 2 Portionen 
in 3stiindigem Intervall. 

Der Harn wurde 30 Stunden lang seit dem Beginn der 
Tyrosinfiitterung gesammelt. Er lieferte 0,4016 g Oxyphenyl- 
brenztraubensiure und 0,05 g Oxyphenylmilchsiure. Die letz- 
tere wurde mit der im 1. Versuch gewonnenen Oxyphenyl- 
milchséure vereinigt und die spezifische Drehung bestimmt. 
Sie zeigte dabei eine so starke Linksdrehung, daB sie gerade 
der spezifischen Drehung der reinen 1-Oxyphenylmilchsiure 
entsprach. 


Versuch 6. 


Am 28. Sept. bekam das Tier 4 g djl-Tyrosin in 2 Por- 
tionen in 3stiindigem Intervall. 

Der Harn, der 30 Stunden lang seit dem Beginn der 
Tyrosinfiitterung gesammelt wurde, lieferte 0,3195 g Oxyphenyl- 
brenztraubensiure, aber keine Oxyphenylmilchsiure. 











Gegebenes Atherlésliche | Oxyphenylbrenz- | Oxyphenylmilch- 
Tyrosin Substanz traubensiiure siure 
_& | aa eee. 8 

1-Tyrosin 4 | 11,2817 i oe 0,4016 | 0,05 

d,l-Tyrosin 4 1,1847 0,3195 0 











Aus den Versuchen geht hervor, daB das Kaninchen schon 
bei Einfiihrung einer relativ kleinen Menge Tyrosin, unab- 
hangig von seiner optischen Eigenschaft, imstande ist, im Harn 
Oxyphenylbrenztraubensiure auszuscheiden. Es ist besonders 
dabei beachtenswert, daB die Menge der ausgeschiedenen Oxy- 
phenylbrenztraubensiure, die sich aus den Versuchen an ein- 
und demselben Kaninchen ergab, durch die optische Eigen- 
schaft des eingegebenen Tyrosins nicht auffallend beeinflubt 
wurde, waihrend Oxyphenylmilchsiure nur bei EKinfiihrung des 
1-Tyrosins in nennenswerter Menge ausgeschieden wurde. 

Gelegentlich haben wir versucht, ob der tierische Orga- 
nismus Oxyphenylmilchsiure in Oxyphenylbrenztraubensaure 
iiberzufiihren vermag. | 
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Hierzu wurde ein Kaninchen vom Kérpergewicht 3370 g 
benutzt, dem 5 Tage lang jeden Tag 3 g d,l-Oxyphenylmilchsaure 
als Natriumsalz auf einmal in den Magen eingefiihrt wurden. 

Nach Einfiihrung der Oxyphenylmilchsiure wurde je 
24stiindiger Harn unter Vermeidung der Faulnis gesammelt. 
Jeder Harn wurde mit Schwefelsiure angesiiuert und griindlich 
ausgeiithert und der Ather abdestilliert. Die Atherriickstinde 
wurden der Untersuchung unterzogen, und zwar einerseits 
durch die Reaktion (Kisenchloridreaktion), andererseits durch 
die Isolierung (am vereinigten Riickstand ausgefihrt), auf 
Oxyphenylbrenztraubensdure gepriift mit negativen Resultaten. 

Das spricht dafiir, da8 die Umwandlung der Oxyphenyl- 
milchséure in Oxyphenylbrenztraubensiure im tierischen Orga- 
nismus wenigstens nicht leicht stattfinden kann. 

Aber man kann nicht behaupten, daB diese Umwandlung 
im Organismus gar nicht vor sich geht, wenn man besonders 
das Resultat von Y. Kotake und Y. Mori), das beweist, dab 
Phenylmilchsiure im tierischen Organismus in Phenylbrenz- 
traubensiure iibergefiihrt wird, in Betracht zieht. 

Das Resultat findet sich in folgender Tabelle: 




















Harn | Atherlésliche Substanz 
Verabreichte | aus dem Harn 
d,l-Oxyphenyl- Menge — d,l-Oxyphenyl- 
milchsiure 4 Mh a 
eem Reakt. senktion Drehung | milchsiure?) 
_8 : | wos _ 
180 alk. —- 0 0 
$ 210 |, — + 0,05° 1,6795 
X 215 | 5; sas 0 1,4826 
’ 220 ” > 0 1,1735 
220 | » “ 0 1,7235 
3 250 |, — 0 0,8330 
240 | ” aol 0 0 

















1) Siehe oben. 


*) Die Siiure wurde gereinigt und der Verlust an Substanz war 
dabei ziemlich groB. 











Uber die asymmetrische Reduktion der Ketonsauren 
in die entsprechenden Alkoholséuren in den Organen. 
Von 


Y. Mori und T. Kanai. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizivischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1922.) 


Nach den Untersuchungen von Prof. Y. Kotake und seinen 
Schiilern!) gehen die Ketonsiuren, die aus den Aminoséuren 
im Kérper gebildet oder als solche ihm einverleibt sind, zum 
Teil dort in die entsprechenden, optisch-aktiven Alkoholsiuren 
iiber. Da diese Umwandlung vermutlich durch eine Reduktase, 
die in den Geweben sich vorfindet, vonstatten geht, erschien 
es uns sehr wahrscheinlich, daB solche asymmetrische Reduk- 
tion auch in den verschiedenen Organen bei der Autolyse sich 
zeigt, was uns veranlaBte, dies mit Phenylbrenztraubensiure 
und Oxyphenylbrenztraubensiure zu priifen, indem hierbei die 
Drehung der aus dem Organbrei bereiteten atherléslichen Sub- 
stanz bestimmt wurde. Ferner haben wir auch einige Durch- 
strémungsversuche an der iiberlebenden Hundeleber ausgefiihrt, 
wobei die genannten Ketonsiuren zu der Durchstrémungs- 
fliissigkeit zugesetzt wurden, um zu sehen, ob sie auch hierbei 
asymmetrisch reduziert wurden. 


I, Autolyseversuche. 
Die Untersuchungen wurden mit verschiedenen Organen 
vorgenommen: Das zu untersuchende Organ wurde aus einem 
Hunde, der vorher einen Tag gehungert hatte, frisch entnommen, 





1) a.a.O. und vgl. oben. 
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sofort mit Quarzsand vermischt und gut zermahlen. Der Organ- 
brei wurde nun in 2 Portionen geteilt, zu welchen je die 
21/,- oder 3fache Menge physiologischer Kochsalzlésung hinzu- 
gefigt wurde. Die eine wurde dann mit 1 g Phenylbrenz- 
traubensiure bzw. Oxyphenylbrenztraubensiure als Natrium- 
salz versetzt, und mit der anderen (Kontrolle) im Brutofen in 
je einem Kolben 6 Stunden lang (stiindlich einmal umgeschiittelt) 
belassen. Die ganze Operation wurde selbstverstindlich streng 
aseptisch durchgefiihrt. 


Nach Ablauf der Zeit wurde jeder Kolbeninhalt mit der 
6fachen Menge Alkohol 24 Stunden stehen gelassen, filtriert, 
und der Niederschlag mehrmals mit Alkohol gewaschen. Das 
Filtrat wurde mit dem Waschalkohol vereinigt und destilliert. 
Der Riickstand wurde nun, nachdem der Alkohol vollstandig 
verjagt war, mit Natriumcarbonat alkalisch gemacht und wieder- 
holt ausgeiithert, wobei Fette und Lipoide beseitigt wurden. 
Dann wurde die Fliissigkeit mit Phosphorsiure angesiuert und 
abermals vollstiindig ausgeithert. Der Ather wurde abdestilliert, 
der Riickstand in 20 ccm Wasser gelést und im 2-dm-Rohr 
polarisiert. Im folgenden stellen wir die gewonnenen Resultate 


kurz zusammen: 


1. Versuche mit Phenylbrenztraubensaure. 


Leber. 


100 g Leberbrei in 300 ecm Kochsalzlésung + 1g Phenylbrenz- 


traubensiure: 
D. d. Ar.')= — 0,40° 


Kontrollprobe: D.d. Ar. = 0 


100 g Leberbrei in 300 cem Kochsalzlésung + 1 g Phenylbrenz- 


traubensiure: 
D. d. Ar. = — 0,35° 


Kontrollprobe: D.d. Ar.= 0 


') D. d. Ar. = Drehung des Atherriickstands. Die Drehung wurde 
hierbei immer in der Weise bestimmt, daB der ganze Atherriickstand 
in 20 cem Wasser gelést und im 2-dm-Rohr bei Natriumlicht beobachtet 
wurde. 
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Niere. 


30 g Nierenbrei in 90 cem Kochsalzlésung + 1 g Phenylbrenz- 


traubensiure: 
D. d. Ar. = — 1,37° 


Kontrollprobe: D.d. Ar.= 0 
50 g Nierenbrei in 150 cem Kochsalzlésung + 1 g Phenylbrenz- 


traubensiure: 
D. d. Ar. = — 0,44° 
Kontrollprobe: D.d.Ar.= 0 
Milz. 
20 g Milzbrei in 60 cem Kochsalzliésung + 1 g Phenylbrenztraubensiure : 
D. d. Ar. = — 0,13° 
Kontrollprobe: D.d. Ar.= 0 


20 g Milzbrei in 60 cem Kochsalzlésung + 1 g Phenylbrenztraubensiure: 


D. d. Ar. = — 0,07° 
Kontrollprobe: D. d. Ar = 0 


2. Versuche mit Oxyphenylbrenztraubensiure. 


Leber. 
70 g Leberbrei in 175 cem Kochsalzlésung + 1 g Oxyphenylbrenz- 
traubensiure: 
D. d. Ar. = — 0,04° 


Kontrollprobe: D.d. Ar.= 0 
70 g Leberbrei in 176 cem Kochsalzlésung + 1 g Oxyphenylbrenz- 


traubensiure: 
D. d. Ar. = — 0,06° 


Kontrollprobe: D.d. Ar.= 0 
60 g Kaninchenleberbrei in 150 ccm Kochsalzlésung + 1 g Oxyphe- 


nylbrenztraubensiiure: 
D. d. Ar. = — 0,08° 


Kontrollprobe: D. d. Ar.= 0 
Niere. 
70 g Nierenbrei in 175 cem Kochsalzlésung + 1 g Oxyphenylbrenz- 
traubensiure: 


D. d. Ar. = — 0,305° 
Kontrollprobe: D. d. Ar.= 0 


Milz. 
50 g Milzbrei in 125 cem Kochsalzlésung + 1 g Oxy phenylbrenz- 
traubensiure: 
D. d. Ar. = — 0,21° 


Kontrollprobe: D. d. Ar.-= 0 
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II. Durchstromungsversuche. 


1. Versuch mit Phenylbrenztraubensiure. 


Der Versuch wurde auch hier in gleicher Weise, wie oben 
beschrieben, ausgefiihrt. 

Als Durchstrémungsfliissigkeit diente definiertes Hundeblut, 
das mit der 2fachen Menge Ringerscher Liésung und 2 g 
Phenylbrenztraubensiure als Natriumsalz vermischt wurde. Die 
Durchstrémungsdauer betrug 90 Minuten. 

Am Ende des Versuches wurde die Durchstrémungs- 
fliissigkeit in tiblicher Weise nach Schenck enteiweiBt, ein- 
geengt, mit Schwefelsiiure angesiiuert und wiederholt mit Ather 
ausgeschiittelt. Aus dem vereinigten Ather schieden sich beim 
Destillieren des Athers 0,5158 g Krystallblittchen vom Schmelz- 
punkt 154—155°C. aus, die durch die Kisenchloridreaktion 
und die Drehung als ]-Phenylmilchsiure charakterisiert wurden. 

Die Einzelheiten finden sich in folgender Tabelle: 














Menge d. . ete, | Nach der 
Korper- Sewie Dureh- | Durch- es a Durch- 
gewicht ewicht rien stré- mungsfilissigkel eran 
ee der mungs- | mungs- zugefiigte pon 
ne Leber aienl penal Phenylbrenz- 
mae traubensiure gy 
ei - 
kg & ecm Min. § stanzen. 
8,35 350 900 90 2 ]-Phenyl- 
milch- 
siure und 
Phenyl- 
brenz- 
trauben- 
saure 

















0,1228 g Substanz (bei 105—110° C. getrocknet) drehten, in 10 ecm 
Wasser gelést, im 1-dm-Rohr bei Natriumlicht 0,25° nach links. 
[a]p = — 20,36° 


2. Versuch mit Oxyphenylbrenztraubensadure. 


Noch ein Versuch wurde, diesmal mit einem Zusatz 
von 2 g Oxyphenylbrenztraubensiure (als Natriumsalz benutzt) 
in der Durchstrémungsfliissigkeit, ausgefiihrt. Die Versuchs- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 14 
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bedingungen und nachherigen Behandlungen waren den oben 
beschriebenen gleich. 
Die Resultate finden sich in folgender Tabelle: 








K6rper- 
gewicht 
des 
Hundes 





Gewicht 
der 
Leber 











Menge d.| 
Durth- | Durch- 
stro- stroé- 
mungs- | mMungs- 
fliissig- dauer 
keit 
eem Min 
900 90 











Der Durchstré- 
mungsflissigkeit 
uugefiigte 
Oxyphenylbrenz- 
traubensaure 


iy 


2 





Nach der 
Durch- 
stroémung 
ge- 
wonnene 
Sub- 


stanzen 


1-Oxyphe- 
nylmilch- 
siure und 
kleine 
Menge 
von Oxy- 
phenyl- 
brenztrau- 
bensiure 


Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, daB Pheny]- 
brenztraubensiiure und Oxyphenylbrenztraubensiiure im Organ- 
brei (Leber, Niere und Milz) und in der iiberlebenden Leber 
zum ‘l'eil in die entsprechenden linksdrehenden Alkoholsiuren, 
1-Phenylmilchsiiture und 1-Oxyphenylmilchsaiure, tbergefiihrt 
werden. 





Uber das Verhalten der Aminosdiuren 
in vital gefarbten Tieren. 
Von 
Y. Kotake, Y. Masai und Y. Mori. 
I. Mitteilung. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


Durch unsere Untersuchungen, insbesondere die Arbeit 
von Y. Kotake und M. Okagawa!) ist es wahrscheinlich ge- 
macht, da8 im tierischen Organismus die Aminosiuren nicht 
nur oxydativ, sondern auch hydrolytisch desaminiert werden 
kénnen. Die folgenden Versuche sind an vital gefarbten Ka- 
ninchen hergestellt. Dabei gingen wir von der Voraussetzung 
aus, daB die Aminosiuren in den sogen. histiozytiren Zellen *) 
insbesondere in den Reticuloendothelien, nach dem einen be- 
stimmten Modus, wenigstens vorwiegend, wenn nicht ausschlieB- 
lich desaminiert wiirden, so daf am vital gefarbten Tier, auch 
bei reichlicher Kinverleibung einer Aminosaure, die entsprechende 
Ketonsiure oder Alkoholsiure nicht mehr oder nur in einer 
geringen Menge im Harn ausgeschieden werden muBte. 


Versuche mit Phenylalanin. 
Versuch 1. 


Kinem Kaninchen vom Kérpergewicht 2030 g wurden 21 ccm 
Sodacarminlésung (aus 100 ccm 2°/, iger Sodalésung und 4 g 
,Carmin Gribler“ bereitet) eingespritzt und zwar an drei 
Tagen je 5 ccm (am 4. Tag 6 ccm) in die Ohrvene. 

Am 5. Tag bekam das Tier 7g Phenylalanin, in 50 ccm 
Wasser aufgeschwemmt, in 2 Portionen in 2 stiindigem Inter- 
vall per os. 

Aus dem in 24 Stunden nach der ersten Verabreichung 





1) Vgl. oben. 
®) K. Kiyono, Die vitale Carminspeicherung (1914). 
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; 
; 
' 
} 
} 
¥ 
} 
i 
¥ 








212 Y. Kotake, Y. Masai und Y. Mori, 


entleerten Harn wurden 0,7 g atherléslicher Substanz gewonnen. 
Daraus konnten wir 0,2 g Krystallblittchen isolieren, die durch 
die Kigenschaften und die Reaktion als Phenylbrenztrauben- 
siure identifiziert wurden. 





























Verab- = Harn 
Datum reichtes | bo Atherlésliche Phenylbrenz- 
Phenyl- Menge Reakt. | Spez. Substanz } traubensiiure 
alanin g | ccm | Gewicht g i: ¢ 
10. Apr. 245 | alk. | 1014 
ll. ,, 7 265 schw. | 1015 
alk. | | 
Versuch 2. 


Nach Vorbehandlung mit Sodacarminlésung. Einem Kanin- 
chen von 3,4 kg Gewicht wurden 78 ccm Sodacarminlésung im 
Laufe von 8 Tagen in die Ohrvenen eingespritzt (1. Tag: 6 ccm, 
2—5. Tag: je 10 ccm, 6. u. 7. Tag: je 11 ccm, 8. Tag: 10 ccm). 

Am folgenden Tage bekam das Tier 2 g Phenylalanin um 
9 Uhr 30 Min. Vormittags, um 1 Uhr und um 4 Uhr 30 Min. 
Nachmittags. 

Aus dem 24stiindigen Harn seit der ersten Phenylalanin- 
einfihrung konnten wir 0,5922 g¢ atherléslicher Substanz, die 
Kisenchloridreaktion gab, isolieren. Wir konnten aber keine 
reine Phenylbrenztraubensiure gewinnen. 

Aus dem mit Ather erschépftem Harn wurden 4,5 g Phe- 
nylalanin wiedergewonnen. 


























Verab- Harn 
reichtes rs “— 
. Noe es 
Datum | Phenyl- 5 . a 3 Unverindert 
alanin |Menge = Spez. | cap. 5 5 ausge- 
ecm S |Gew.| gtanz 5 2 schiedenes 
g " | g zs Phenylalanin 
arenes — SET 
17. Juni 124 | alk. | 1040 | 0,2539 | 
| 
ma « 6 258 schw. | 1020 | 0,5922 | — 4,5 
alk. | 
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Versuch 3. 


Einem 2700 g schweren Kaninchen wurden 53 ccm der 
Sodacarminlésung (1. Tag: 5 com; 2. Tag: 8 ccm; 3.—6. Tag: 
10 ccm tiglich) in die Ohrvene eingespritzt. Das Tier war 
immer ganz munter. 

Am nachsten Tag bekam das Kaninchen je 3 g Phenyl- 
alanin um 8 Uhr 30 Min., um 12 Uhr 30 Min. und um 4 Uhr 
30 Min. An demselben Tag wurden auch dem Tier 6 ccm 
Carminlésung eingespritzt. 

Der in 24 Stunden nach der letzten Phenylalanineingabe 
entleerte Harn wurde wie iiblich behandelt. Dabei wurden 
0,7731 g atherléslicher Substanz erhalten, die Eisenchlorid- 
reaktion gab, aber keine reine Phenylbrenztraubensaure konnte 
isoliert werden. 

Da das Tier ganz gesund erschien, wurden nochmals 
am folgenden ‘l'ag 9 g Phenylalanin in 3 Portionen, in ganz 
derselben Weise wie beschrieben, in den Magen eingefihrt. 
Das Tier wurde aber dadurch plétzlich stark angegriffen, so 
daB es am folgenden Tag starb. Der Harn, den das Tier 
wihrend des Lebens entleerte, wurde mit dem Harn, der 
bei der Sektion in der Harnblase enthalten war, vereinigt 
und der Untersuchung unterworfen. Hierbei wurden 0,3774 g 
itherléslicher Substanz, die nicht mehr Ejisenchloridreaktion 
gab, gefunden. 

Aus jedem Harn wurde das unverindert ausgeschiedene 
Phenylalanin isoliert und identifiziert. 














Harn 
ey 
Dat reichtes | Ather- | Phenyl-| Unveriindert 
arum | Phenyl- — ie lésliche| brenz- ausge- 
alanin | °"8° 'Reakt.| °P°* | Sub- |} trauben-| schiedenes 
com | Gew. | stanz siure | Phenylalanin 
8g | | | § j 8 g 
= _ A — = i — — — — l — SASS 
5. Mai 255 | alk. | 1012 | 0,2020 
os 9 420 | schw.| 1022 | 0,731 _ 4,0 
| alk. | | 
| | 
1. 9 112 | sauer | 1022 0,3774 — | 2,5 

















214 


Y. Kotake, Y. Masai und Y. Mori, 


Versuch 4. 


EKinem 1800 g schweren Kaninchen wurde 50 ccm der Soda- 
carminlésung (1. Tag: 3 com; 2.—3. Tag: taglich 5 ccm; 4. Tag 
6 ccm; 5. Tag: 7 ccm: 6.—8. Tag: tiglich 8 ccm) eingespritzt. 
Das Tier war immer gesund und das Kérpergewicht nahm in 
diesen Tagen 210 g zu. 

Dem Kaninchen wurden nun 4 Tage lang jeden Tag 6 g 
Phenylalanin und zwar in 3 Portionen in je 24 stiindigem Inter- 
vall in den Magen eingebracht. Inzwischen wurden auch jeden 
Tag sukzessiv 7 ccm, 5 ccm, 7 ccm und 8 ccm der Sodacarmin- 
lésung injiziert. Das Tier war immer munter und das Kérper- 
gewicht nahm ca. 50 g zu. 

Der Harn, den das Tier in je 24 Stunden entleerte, wurde 
jeweils fiir sich verarbeitet. Ks wurde aber niemals Phenyl- 
brenztraubensiure in reiner Form isoliert, wenn auch jeder 
Atherriickstand Eisenchloridreaktion gab. 

In folgender Tabelle sind die Resultate zusammen- 





























gestellt: 
Harn 
Verab- fs 
Dat reichtes Athez- | Phenyl-| Unveriindert 
umn | Phenyl- —— —_— lésliche | brenz- ausge- 
alanin 8° 'Reakt.| PP" | Sub- | trauben- schiedenes 
com Gew. | stanz siure | Phenylalanin 
8 ok, es A ee ee, 
| a 
31. Mai 828 | alk. | 1014 | 0,3371 — — 
1. Juni 6 385 |schw.| 1012 | 0,8988 — 3,0 
| alk. 
3. 6 290 | schw.| 1006 | 0,7899 — 3,0 
| alk. | 
— 6 460 | schw.| 1010 | 0,7988 oe 3,6 
| sauer 
os 6 380 | schw.| 1006 | 0,7849 a 3,7 
| sauer | 














Am Ende des Experiments wurde das Tier getitet. In den 
Leberzellen wurden kleine Carminkérnchen aber keine Degene- 


rationsbilder beobachtet. 


Carminkérnchen angefillte Histiozyten wahrgenommen. 


In den Zentralvenen wurden von 


Die 
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Kupfferschen Sternzellen zeigten starke Anschwellung und 
Abrundung durch reichliche Carminspeicherung.’) 


Versuch 5B. 


Ein Kaninchen vom Kérpergewicht 2100 g wurde durch 
sukzessive Kinfiihrung der Sodacarminlésung (insgesamt 23 ccm) 
vital gefirbt. Darauf bekam das Tier 6 g Phenylalanin in 
3 Portionen wie oben. Die durch Untersuchung des Harns 
gewonnenen Resultate finden sich in folgender Tabelle: 




















Harn 
Verab- ee eee 
Dat reichtes | Ather- | Pheny!-| Unverindert 
atum | Phenyl- —— — lésliche} brenz- ausge- 
alanin S®!Reakt.| °P©*-| Sub- $ trauben-| schiedenes 
com Gew. | stanz siure |Phenylalanin 
a ee eee ee re eae ee, A oe 
1. Juni 215 | alk. | 1015 | 0,3666 
te 6 275 |schw.| 1006 | 1,4434 | — 3,0 
alk. 
a i 6 450 | schw.} 1006 | 1,1142 | _ 3,9 
alk. | 
i: 4 6 465 |S8chw-| 1005 | 10993 | — 4,5 
alk. | 




















Die bei den oben geschilderten Versuchen zuriickgewonnenen 
Phenylalaninpraparate wurden vereinigt, durch Umkrystallisa- 
tion gereinigt, und die spezifische Drehung bestimmt, wobei 
[a], = + 3,64° gefunden wurde. 

Uberblickt man unsere Resultate, so ergibt sich, daB 
Phenylalanin in vital gefirbten Tieren im Vergleich zu 
normalen, welche wir friiher beobachtet hatten, in viel ge- 
ringerem MaBe abgebaut wird, so daB es manchmal zum 
gréBten Teil unveriindert in den Harn austritt. 

Diese Resultate veranlaBten uns, einen Stoffwechselversuch 


1) Wir dauken Herrn Dr. K. Kumagai, Assistant-Professor am 
pathologischen Institute der hiesigen Akademie, welcher uns freundlichst 
durch mikroskopische Untersuchungen der Organe unterstiitzt hat, auch 
hier bestens. 
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an zwei vitalgefairbten Kaninchen auszufihren, um den Einflug 
der Firbung auf den allgemeinen Stoffwechsel zu untersuchen. 
Bei diesen Untersuchungen erfolgte die Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl, Harnstoffbestimmung nach Mirner-Sjiqvist 
und Folin. Die Resultate finden sich in folgenden Tabellen:}) 



























































i 
aa eee rene aa —— —_—— 

se Yd 

Kor- 85 5 Harn 
Datum | P& | && ee nae 

ew. | 235 | Ge- | Harn- N 

. ets & ie seni Reakt. SP vs samt- | stoff Buenas - 

gs |gany = IN g|N_ g| Hamstofi-N 
11. Apr.| 2500] — | 229 | alk. | 1011 | 1,951 1,617 82,9 
12. ,, | 2400 3 | 225 » | 1010 |} 1,928 | 1,620 84,0 
13. ,, | 2500 5 | 230 | ,, | 1010 | 2,036 | 1,663 81,7 
14. , | 2450 8 272 e 1014 | 2,339 | 1,983 84,8 
15. ,, | 2500] 10 | 300 » | 1013 | 2,556 | 2,109 82,5 
16. ., | 2500] 10 | 256 » | 1018 | 2,281 | 1,958 85,8 
17. ,, | 2550] 10 | 222 » | 1013 | 2,828 | 1,971 84,7 
is. , | 2650] 10 | 221 1011 | 1,982 1,697 85,1 
19. ,, | 2550] 10 | 215 » | 1012 | 2,260 | 1,922 85,0 

ai. 

Kor-| $4 € at RUE as _ Harn cated 

per- EE . 5 Ge- | Harn- 
Datum gew 3 26 Menge bs Spez. samt-N | stoff-N _Gesamt-N_ 

a5.2}] com, § | Gew. Harnstoft-N 

§ |gn- | a § § 
11. Apr.| 2500]— cem] 230 | alk. | 1014 | 2,443 | 2,192 89,8 
12. ,, [2500] 3 247 ,, | 1015 | 2,401 | 2,025 84,3 
13. ,, | 2600] 5 254  ., | 1015 | 2,548 | 2,207 86,6 
14. ,, | 2600] 8 259  ,, | 1013 | 2,735 | 2,264 82,8 
15. ,, [2600] 10 217 | ,, | 1014] 2,523 | 2,244 81,0 
16. ,, | 2600] 10 256 | ,, | 1014 | 2,360 | 2,045 86,7 
17. ,, | 2650] 10 220 | ,, | 1016 | 2,539 | 2,200 86,6 
18. ,, | 2600] 10 221 | ., | 1016 | 2,285 | 1,890 82,7 
19. ,, | 2550] 10 148 | , | 1018 | 1,889 | 1,563 84,8 




















1) Die vitale Firbung iibte, wie aus den Tabellen ersichtlich ist, 
keinen erheblichen EinfluB auf den Stoffwechsel aus. AufSerdem haben 
wir durch einige Untersuchungen, die zum Teil im Gang sind, wahr- 
scheinlich gemacht, daB das Oxydationsvermégen in vital gefiirbten Ge- 
weben im allgemeinen nicht betrichtlich herabgesetzt ist. 
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Versuche mit Tyrosin. 
Versuch 1 (d,1-Tyrosin). 

Einem 2100 g schweren Kaninchen wurden 47 ccm der 
Sodacarminlésung im Laufe von 7 Tagen intravenés eingespritzt 
(1. Tag: 3 com; 2. Tag: 5 ccm; 3. Tag: 9 ccm; 4. Tag: 10 ccm; 
6.—7. Tag: tiglich 10 ccm). Das Tier war immer munter; 
das Kérpergewicht nahm aber in dieser Zeit 100 g ab. 

Am folgenden Tage bekam das Tier 2 Tage jeden Tag 
6 g d,l-Tyrosin in 3 Portionen in je 4stiindigem Intervall und 
dazu tiiglich 10 ccm der Sodacarminlésung intravenés. Das 
Tier wurde matt, Kérpergewicht nahm ab und der Harn ent- 
hielt geringe Menge Blut und beim Stehenlassen schied sich 
unveriindert ausgeschiedenes Tyrosin ab. 

Jeder in 24 Stunden entleerte Harn wurde mit Ather 
ausgeschiittelt. Der Atherriickstand zeigte nur schwache Eisen- 
chloridreaktion, so daB auch eine konzentrierte Lésung dabei 
nur voriibergehende Blaufarbung zeigte. 


Aus jedem mit Ather erschépften Harn wurde das T'yrosin 
wieder gewonnen. 














Harn 
Ge- — — : , 
geben. Ather- = ee 
oe ¢ rs): nylbrenz- | iind. aus- 
ee — win ees _ Pos trauben- _ geschied. 
cem | tion | Gew. | Substanz siure | Tyrosin 
8 § = | 8 
22. Juni 165 | schw. | 1022 0,2905 | 
alk. | | 
wx 6 300 | ,, | 1010 | 0,5324 04227 
‘= 6 255 | ,, | 1011 | 04722 |  0,8303 
| 














Das aus dem Harn des 1. Versuchstags gewonnene Tyrosin 
zeigte folgende Drehung. 


0,3806 g Substanz, in 10 cem 4°/, iger HCl gelést, drehten im dm- 
Rohr bei Natriumlicht 0,27° nach rechts. 


[a]p = + 7,09°. 


Dasselbe aus dem 2. Tag ergab: 
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0,5276 g Substanz, in 10 cem 4°/,iger HCl gelést, drehten im dm 
Rohr bei Natriumlicht 0,32° nach rechts. 
[aly = + 6,07° 
SchlieBlich wurde das Tier getotet. 
Die Kupfferschen Sternzellen zeigten ausgesprochene 
Carminspeicherung und meist Anschwellung; in den Leberzellen 
wurden auch Carminkérner gefunden. 


Versuch 2 (l-Tyrosin). 

Ein Kaninchen vom Kérpergewicht 2400 g wurde durch 
Sodacarmineinfiihrung (5 ccm am 1. Tag; 7 ccm am 2. Tag; 
10 ccm jeden Tag am 13.—18. Tag) stark vital gefirbt. In 
dieser Zeit nahm das Kérpergewicht des Tieres 50 ¢ ab, die 
Gesundheit blieb aber gut erhalten. 

Am letzten Tage bekam das Tier 6 g 1-Tyrosin in 2 Por- 
tionen in 4stiindigem Intervall. Das Kaninchen zeigte plétz- 
lich deutliche Schwiiche, dabei nahm das Kérpergewicht stark 
ab und das Tier starb nach einigen Tagen. 

Der aus dem Harn von 24 Stunden nach der letzten Ver- 
abreichung durch Ather ausgezogene Sirup zeigte keine Kisen- 
chloridreaktion. Daraus konnten wir eine kleine Menge nadel- 
formiger Krystalle, die bei 168° C. schmolzen (l-Oxyphenyl- 
milchsiure?), isolieren. 




















Harn 
Ge- , = 
geben, | | Ather- Oxyphe- Oxy- 
Datum | Tyro- |Menge| Reak- Spez.  ldsliche | ?Y Ibrenz- | phenyl- 
. ; | » trauben- : 
sin eem tion Gew. | Substanz siiure milch- 
g | | g g siure 
17. Sept. 160 | alk. | 1021 | 0,2558 
ma « 6 234 schw, | 1017 | 0,6522 o vorhand. 
alk. | 
| 














Versuch 3 (1-Tyrosin). 


Ein 2500 g schweres Kaninchen wurde durch Sodacarmin- 
einfiihrung (5 ccm am 1. Tag; 8 ccm am 2. Tag; 10 ccm jeden 
Tag am 3.—8. und 10. Tag; 5 com am 12. Tag) vital gefarbt. 
Das Tier war gesund. Am folgenden Tag wurden dem Tier 
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9 g 1-Tyrosin in 3 Portionen gegeben. Die aus dem Harn von 
24 Stunden nach der letzten Verabreichung gewonnenen, durch 
Ather ausgezogenen Krystalle enthielten 0,3852 g Oxyphenyl- 
brenztraubensiure und 0,4554 g Oxyphenylmilchsaure. 


Aus dem mit Ather erschépften Harn wurden 0,9 g Ty- 
rosin gewonnen. 























_ — 
re : _— es 
geben. Ather- Oxyphenyl- Oxy- Unver- 
Datum | Tyro- Me ak-| Spez, | lésliche | brenztrau- | Phenyl- | and. aus- 
oo penge Reak — Subst aii milch- | geschied. 
ecm tion Gew. udstanz ensaure siiure Tyrosin 
Le S. os) _ S 
12. Okt. 285 | alk. | 1018} 0,3582 | | 
13. 9 308 | , | 1006] 1,8433 0,3882 0,4554 | 0,9 

















Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, haben wir in diesem 
Versuchrelativ bedeutende Menge Oxyphenylmilchsiure gewonnen, 
die durch die Drehungund die Analyse als diel-Saiure erkannt wurde. 


0,1633 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—110° C. 
0,0078 g H,O. 
Ber. fiir C,H,,0, '/,H,O Gef. 
4,71°/, H,O 4,77°/, H,O 
0,1150 g wasserfreier Substanz, in 10 cem Wasser gelést, drehten 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,21° nach links. 
[a]p = — 18,36° 


SchluBfolgerung. 


Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, daB die oxy- 
dative Desaminierung der Aminosduren im Kaninchen- 
organismus bei der sogen. Vitalfirbung stark herabgesetzt 
wird, so daB in den eklatanten Fallen, auch bei reichlicher Verab- 
reichung des Phenylalanins oder Tyrosins, gar keine Ketonsiure 
im Harn nachgewiesen werden konnte. Wenn man hierzu die 
Tatsache, daB ein vital .gefiirbtes Kaninchen beim Versuch mit 
\Tyrosin relativ groBe Menge 1-Oxyphenylmilchsiiure ausschied, 
in Betracht zieht, ist man berechtigt, anzunehmen, daB die sogen. 
histiozytiren Zellen, insbesondere die Reticuloendo- 
thelien, bei der oxydativen Desaminierung der Amino- 
siuren eine wichtige Rolle spielen. 





. 
" 
a 
: 
; 
4 
fi 





== 








Uber das Verhalten der Aminosaduren in den vital ge- 
farbten Tieren. 


Yon 
Y. Kotake, Y. Masai u. Y. Mori. 


If. Mitteilung. 


(Aus dem mediz,-chem, Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922. 


Auf Grund der Ergebnisse unserer letzten Arbeit!) wird 
mit Wahrscheinlichkeit angenommen, daf bei der oxydativen 
Desaminierung der Aminosiuren die sogenannten histiozytiren 
Zellen eine wichtige Rolle spielen. 

Nun haben wir aus folgenden Erwigungen Durchstrémungs- 
versuche in der vitalgefarbten Leber mit Phenylalanin vor- 
genommen. 

Nach den Untersuchungen von Embden und Baldes?) 
wird Phenylalanin zum Teil in der iiberlebenden Leber in 
1-Tyrosin umgewandelt. Wenn auch der Mechanismus des 
Vorgangs noch nicht aufgeklart ist, kann man sich doch, wie 
auch die genannten Autoren schon erwahnten, den Reaktions- 
verlauf so vorstellen, daB das Phenylalanin erst in die ent- 
sprechende Ketonsaéure, Phenylbrenztraubensiure, ibergefiihrt 
und die letzte iiber Oxyphenylbrenztraubensiure in Tyrosin 
umgewandelt wird. Wenn die Synthese tatsiichlich in dieser 
Weise verlaufen sollte, so kénnte man erwarten, daB die Tyrosin- 
synthese aus Phenylalanin in der vitalgetirbten Leber, infolge 
der starken Herabsetzung seiner oxydativen Desaminierung, 
in viel schwicherem Grade als in der normalen Leber stattfindet. 

Nach den Untersuchungen von Embden und Baldes’*) 





1) Siehe oben. 
3) G. Embden u. K. Baldes, Biochem. Zs. Bd. 55, S. 301. 
» A. a 0. 
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ist Phenylmilchsiiure imstande, in der iiberlebenden Leber 
Acetessigsaure zu bilden. Dagegen vermag Phenylbrenztrauben- 
siure dabei nicht nur nicht Acetessigsiure zu bilden, sondern iibt 
auch eine stérende Wirkung auf andere dazu befihigte Sub- 
stanz aus. Es wire also denkbar, daB die Acetessigsiure- 
bildung aus Phenylalanin in der Leber bei ihrer Vitalfarbung 
eine Verstiirkung dadurch erfaihrt, daB die Bildung der Phenyl- 
brenztraubensiure hierbei mehr oder weniger verhindert wird. 


I. Einflu8 der Carminfarbung auf die Tyrosinsynthese 
aus Phenylalanin. 


Versuch 1. 


Kinem Hunde vom Koérpergewicht ca. 3 kg wurden 7 Tage 
lang taglich 10 com Sodacarminlésung (s. oben) intravenés ein- 
gespritzt. Dann wurde das Tier unter Morphinnarkose durch 
Verblutung getétet und die sofort herausgenom..ene Leber 
nach Embden!) zur Durchstrémung benutzt. Als Durch- 
strémungsfliissigkeit diente defibriniertes Blut, das vom Ver- 
suchshunde und einem anderen Hunde gewonnen war, und 
zwar wurde es beim Benutzen mit !/, seines Volumens Ringer- 
lésung verdiinnt. Die Menge der Durchstrémungsfliissigkeit 
betrug 1600 ccm. Davon wurden 200 ccm der im Beginn der 
Durchstrémung ausflieBenden Fliissigkeit weggenommen und 
dafiir 150 ccm Ringerscher Liésung hinzugefiigt, welche mit 
5 g dl-Phenylalanin versetzt war. Die Durchstrémungsdauer 
betrug 60 Minuten bei einem Druck von 30 mm Hg. 

Am Ende des Versuches wurde die Durchstrémungsfliissigkeit 
nach Schenck enteiweiBt und genau nach der Vorschrift von 
Kmbden und Baldes’) mit Hilfe von Naphtalinsulfochlorid 
auf gebildetes Tyrosin gepriift. Es wurden hierbei 0,033 g Di- 
naphtalinsulfotyrosin gewonnen, das gegen 124°C. schmolz. 

Nach dem Versuche wurde die Leber mikroskopisch 
untersucht. 

Die Leberzellen waren ganz intakt und nicht gefarbt. 
Die Kupfferschen Sternzellen zeigten intensive Carminspeiche- 
rung und manchmal starke Anschwellung. 





» A. a, 0. 
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Versuch 2. 


Kin Hund vom Kérpergewicht ca. 5kg wurde unter 
Morphinnarkose getétet. Sofort nach der Verblutung wurde 
die Leber herausgenommen und sie wurde genau nach den 
genannten Vorschriften unter méglichst gleichen Versuchs- 
bedingungen wie oben der Durchstrémung unterworfen. 

Am Schlusse der Versuchs wurde die Durchstrémungs- 
fliissigkeit in derselben Weise, wie oben erwahnt, behandelt. 
Ks wurden 0,24 g Dinaphthalinsulfotyrosin vom Schmelzpunkt 
126—128°C erhalten. | 

Die Ergebnisse der Versuche sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt: 





| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
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Die enteiweiBte Durch- 
strémungsfliissigkeit gab 
fast gar keine Millonsche 
I. 3 140 5 70 Reaktion und die daraus 
mit Ather ausgezogene 
Substanz gab keine Eisen- 
chloridreaktion. 





Die enteiweiBte Durch- 
strémungsfliissigkeit gab 
eine schwache Millonsche 
Reaktion und die daraus 
mit Ather ausgezogene 
Substanz gab eine inten- 
sive Millonsche Probe 
und Eisenchloridreaktion. 


IT. 160 5 — 


on 

















Aus den Versuchen geht hervor, daB die iiberlebende 
Leber im gefarbten und nicht gefirbten Zustand in bezug auf 
die Synthese des Tyrosins aus Phenylalanin einen auffallenden 
Unterschied zeigt, trotzdem die Leberzellen bei der gefarbten 
Leber anscheinend ganz farbstofffrei war. 
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II. Einflu8 der Carminfarbung auf die Acetessigsdurebildung. 


Versuch 1. 


Kinem Hund vom Koérpergewicht ca. 4,5 kg wurden 7 Tage 
lang tiglich 10 ccm Sodacarminlésung (s. oben) intravenés in- 
jiziert. Darauf wurde der Hund, der einen Tag gehungert 
hatte, durch Verblutung getétet und die sofort herausgenommene 
Leber auf Acetessigsiurebildung aus Phenylalanin untersucht. 
Die Durchblutungstechnik und die Versuchsbedingungen er- 
folgten nach Embden!), wie friher von Mori und Kanai?) 
beschrieben wurde. Hierbei diente als Durchstrémungsfliissig- 
keit defibriniertes Blut, das mit 1/, seines Volumens Ringer- 
lésung verdiinnt war. Die gebildete Acetessigsiiure wurde 
nach Messinger und Huppert bestimmt. 


Versuch 2 (Kontrollversuch). 


Zum Kontrollversuch wurde ein 4,2 kg schwerer Hund, 
der einen Tag gehungert hatte, benutzt. Die Durchstrémung 
und nachherige Untersuchung der Durchstrémungsfliissigkeit 
geschahen wie oben beschrieben. 

Die Resultate aus den obigen 2 Versuchen finden sich in 
folgender Tabelle: 
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IL “s 200 1020 4 g d,l-Phe- 41,2 stro6mung 0,67, 
nylalanin nach der Dureh- 
stromung 4,79 
1) A. a. O. 


2) Siehe oben. 
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Spiter haben wir noch ein paar Durchblutungsversuche 
der gefiirbten und nicht gefirbten Leber durchgefihrt, um die 
Acetessigsiiurebildung aus Phenylalanin miteinander zu _ ver- 
gleichen. Die Resultate waren aber ungefihr gleich denjenigen 
der obengeschilderten Versuche. Es ist also mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, daB die sogenannte Vitalfarbung 
auf die Acetessigsiurebildung aus Phenylalanin in der Leber 
keinen wesentlichen EinfluB ausiibt. Es scheint sogar, wie 
aus der obigen T'abelle ersichtlich ist, die Farbung den Vor- 
gang zu befordern. 


SchluBfolgerung. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen sprechen 
simtlich fiir die Annahme, da Phenylalanin in den Leber- 
zellen vorwiegend hydrolytisch desaminiert wird, wihrend die 
Aminosaure vor allem in den Kupfferschen Sternzellen oxy- 
dativ desaminiert wird. Es scheint sogar einigermafen wahr- 
scheinlich, daB die Aminosauren iiberhaupt in den Parenchym- 
zellen der Organe hydrolytisch desaminiert werden, wahrend 
sie in den sogenannten histiozytiren Zellen, insbesondere in 
in den Reticuloendothelien, oxydativ desaminiert werden, 





Vergleichende Untersuchungen iiber die Acetessigsiure- 
bildung aus d- und 1]-Phenylmilchséiure und aus d- und 
]-Oxyphenylmilchsaure in der tiberlebenden Leber. 

Von 


Y. Mori. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1922.) 

Da es mir zum erstenmal gegliickt war, d,l-Phenylmilch- 
siure und d,l-Oxyphenylmilchsiure in die optisch-aktiven An- 
tipoden zu spalten, habe ich nun mit den einzelnen optisch- 
aktiven Siuren Durchstrémungsversuche an der Hundeleber 
angestellt. Ich wiinschte dabei besonders durch die verglei- 
chende Beobachtung der Resultate, Beitrage zur Kenntnis des 
intermediiren Stoffwechsels, der bisher in unserem Labora- 
torium studiert war, zu liefern. 

Die Spaltung der d,l-Phenylmilchsiure in die optisch- 
aktiven Antipoden ist in einer vorangehenden Arbeit geschildert. 
Die Spaltung der d,l-Oxyphenylmilchsiure in ihre optisch- 
aktiven Formen erfolgte nach folgendem Verfahren: 

Die nach O. Neubauer!) und Kotake’) dargestellte 
d,l-Oxyphenylmilchsiiure wurde durch Umkrystallisieren aus 
Wasser vollig gereinigt. 2g der racemischen Saiure wurden 
in 150 ccm Wasser gelést, mit 3,4 g Morphin versetzt. Das 
Gemisch wurde nun auf dem Wasserbade erhitzt und das 
Morphin in Lésung gebracht. Die einmal filtrierte Lésung 
wurde einige Tage in der Kiskammer stehen gelassen, wobei 
sich harte Prismen ausschieden. Sie wurden abgesaugt. Das 
Filtrat wurde eingeengt, mit einigen eben gewonnenen Kry- 


) Aa. O. 
*) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 69, S. 412. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 15 
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stallen geimpft, wieder einige Tage in der Kiskammer belassen 
und der weiteren Auskrystallisation unterworfen. Die so zwei- 
malig ausgeschiedenen Prismen wurden vereinigt, mit Ammoniak 
versetzt und filtriert. Das Filtrat wurde dann mit Schwefel- 
sure angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Beim Verjagen 
des Athers blieben nadelférmige Krystalle zuriick, die sich als 
d-Oxyphenylmilchsiure erwiesen. 


0,2144 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—110° C. 
0,0102 g H,O. 


Ber. fiir C,H,,.O, + */.H,O Gef. 
4,71°/, H,O 4,75°/, H,O 
0,1272 g wasserfreier Substanz, in 10 cem Wasser geldst, drehten 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,24° nach rechts. 


ca =-+ 18,87°. 
Aus der Mutterlauge wurde 1-Oxyphenylmilchsiure isoliert, 
indem das Morphin durch Fallung mit Ammoniak beseitigt 
wurde. 


0,2370 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—110° C. 
0,0112 g H,0O. 
Ber. fiir C,H,,O, + '/,H,O Gef, 
4,71°/, H,O 4,73°/, H,O 
0,1480 g getrockneter Substanz, in 10 ecm Wasser gelést, drehten 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,28° nach links. 


[e|p =— 18,92°. 


Durchstromungsversuche. 


Die Durchstrémung der Leber wurde mit dem in einigen 
Punkten veriinderten Apparat von O. Neubauer nach den 
Vorschriften von Embden und seinen Schiilern’) ausgefiihrt. 

Die zum Versuche angewandte Leber wurde aus einem 
Hunde, welcher 24 Stunden nach vorangehender gemischter 
Fiitterung gehungert hatte, rasch nach dem Entbluten heraus- 
genommen. Das Blut wurde dabei defibriniert, mit dem de- 
fibrinierten Blute aus einem anderen Hunde vereinigt und als 
Durchstrémungsfliissigkeit benutzt, und zwar mit +/, seines 
Volumens Ringerlésung verdiinnt. 


) A. a ©. 
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Am Schlusse des Versuchs wurde die Leber so lange mit 
Ringerscher Lésung durchstrémt, bis die Blutfarbe der von 
der Leber herauslaufenden Fliissigkeit stark abnahm. 

Die EnteiweiBung der Durchstrémungsfliissigkeit wurde 
nach Schenck und die Bestimmung der Acetessigsiiure nach 
Huppert und Messinger in derselben Weise vorgenommen 
wie im Kmbdenschen Institut, indem die sogenannte Aceton- 
menge durch 4 Bestimmungen in je 100 ccm bestimmt und 
aus dem gefundenen Durchschnittswert berechnet wurde. 


I. Versuche mit Phenylmilchsiure. 








| 
| 
| 














Siva # 9 | Der Durch- = Durch- |Gebildete} Aceton- 
Sleal™? g stromungs-| py nrch- stré- Aceton- | menge 
A 5 Be ~ | fliissigkeit strd- munes- | ™menge pro 
3/53 ]-2 | zugefiigte ’ “ pro Liter] 100 ecm 
mie ¢ eS Phenyl- pola dauer | Fliissigk. | Fliissigk. 
S 1 | O 7 | milchsiure pg Min. mg mg 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,58 
[ 8 200 |2gd-Siiure| 1200 90 40,1 | Nach der 
mit Am- Durch- 
moniak stromung 
neutralis. 4,64 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,38 
I] 9 280 |2g1-Siiure} 1200 90 57,1 | Nach der 
mit Am- Durch- 
moniak stromung 
neutralis. 6,09 























Wenn auch die Acetonmengen in meinen Versuchen etwas 
geringer gefunden wurden, im Vergleich zu den bisher gefun- 
denen, glaube ich doch behaupten zu kiénnen, daB beide optisch- 
aktiven Phenylmilchsiuren in der tiberlebenden Leber Acet- 
essigsiure zu bilden vermégen. Die Bildung aus der 1-Form 
war stirker als die aus der d-Form. 
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II. Versuche mit Oxyphenylmilchsiaure. 
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21 21 & . |Der Durch- — Durch- |Gebildete} Aceton- 
¢ Es 7 5 stromungs- Durch- strd- Aceton- | menge 
< bo mm cS Py a stro- mungs- ee ie 
Sissies gef. Oxy- mungs- | dauer pro Liter 100 com 
ie 8] e's phenyl- flfssigk. Flissigk. | Fliissigk. 
> |am|> milchsdure | “oor Min. mg meg 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,39 
I | 10,3 | 330 |2¢1-Saure 1200 90 41,6 Nach der 
mit Am- Durch- 
moniak strémung 
neutralis. 4,55 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,39 
If | 14,0 | 400 [2g1-Siure] 1200 90 30,0 | Nach der 
mit Am- Durch- 
moniak stromung 
neutralis. 3,39 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,58 
III | 13,5 | 420 ohne 1200 90 12,6 | Nach der 
Zusatz Durch- 
stromung 
1,84 
Vor der 
Durch- 
stromung 
0,68 
IV |} 8,0 | 230 |2¢d-Siure] 1260 90 12,5 | Nach der 
mit Am- Durch- \ 
moniak stromung . 
neutralis. 1,93 | 
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1-Oxyphenylmilchsiure) scheint ein Acetessigsiurebildner 
zu sein, wenn auch die Menge der gebildeten Saure in unserem 


Versuch verhaltnismabig gering war; d-Oxyphenylmilchsaure 
lieferte dagegen keine Acetessigsiure. 


1) Gelegentlich habe ich einige Tierversuche mit d- und 1-Oxy- 
phenylmilehsiiure ausgefiihrt, die zeigten, da8 die l-Siiure im Hunde viel 
leichter verbrennt als die d-Siure. An Kaninchen konnte ich aber diesen 


Unterschied nicht beobachten, was mit den friiheren Resultaten von 
Herrn Prof. Kotake iibereinstimmt. 














Uber die Bildung der Urokaninsiure aus Histidin 
im Hundeorganismus. 


Von 


Y. Kotake und M. Konishi. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922.) 


Da es Kotake und seinen Mitarbeitern!) gelang, aus dem 
Harn des Kaninchens, welchem Tyrosin gegeben wurde, die 
entsprechende Ketonsiure und Alkoholsiure, Oxyphenylbrenz- 
traubensiure und Oxyphenylmilchsidure zu isolieren, haben wir 
erwartet, bei Kinverleibung des Histidins im Harn Imidazolyl- 
brenztraubensiure und Imidazolylmilchsiure finden zu kénnen. 
Wir haben aber wider Erwarten keine solche, sondern in allen 
Versuchen eine besondere Saure, die bisher als Urokaninsiiure 
bekannt war, gefunden. 

Die Urokaninsiure wurde von Jaffe?) zufillig im Harn 
eines Hundes, der lingere Zeit zu Fiitterungsversuchen mit 
Nitrotoluol benutzt war, entdeckt. Spater fand Siegfried’, 
da8 ein Hund, dem wiederholt tellursaures Natron eingespritzt 
worden war, dieselbe Saéure ausschied. Damals wurde schon 
angenommen, daB die Ausscheidung der genannten Saure mit 
den Giftwirkungen nicht im Zusammenhang steht; aber ihre 
Konstitution blieb ganz unbekannt, bis Hunter‘) sie mit Imi- 
dazolylakrylsiure identifizierte, die von Barger und Ewins') 





1) Vgl. oben. 

2) M. Jaffe, Chem. Ber. Bd. 7, S. 1669 und Bd. 8, S. 811. 

8) M. Siegfried, Diese Zs. Bd. 24, S. 399. 

4) A. Hunter, Jl. of Biol. Chem. Vol. 11, p. 536. 

5) R. Barger u. A. J. Ewins, Jl. chem. Soe. Vol. 99, p. 2336. 
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durch Einwirkung von Trimethylamin auf «-Chlor-3-Imidazolyl- 
propionsiiure synthetisch gewonnen war. Neuerdings gelang es 
Raistrick}), aus Histidin durch Kinwirkung von gewissen 
Mikroorganismen Urokaninsiure darzustellen, und er sprach 
darauf die Vermutung aus, da8 die gelegentlich im Hundeharn 
gefundene wahrscheinlich im Darm durch bakterielle Zersetzung 
des Histidins gebildet wird. 

Wenn es auch auf diese Weise fast klar wurde, daB die 
im Hundeharn erscheinende Urokaninsiure dem Histidin ihre 
Entstehung verdankt, blieb die Frage, wo sie gebildet wird, 
noch dahingestellt. 

Da wir im Harn des Hundes, der mit einer reichlichen 
Menge Histidin gefiittert wurde, stets Urokaninsiure finden 
konnten, ist es jetzt ganz auBer Zweifel gestellt, daB die Mutter- 
substanz der letzteren Histidin ist. Nun haben wir bei dieser 
Gelegenheit versucht, iiber ihre Bildungsstitte AufschluB zu 
geben. 


Experimentelles. 


Histidin wurde immer als Monochlorhydrat benutzt; die 
Darstellung geschah nach den Angaben von Frankel’), Pauly 
und Knoop durch Hydrolyse von defibriniertem Rinderblute. 


I. Fitterungsversuche. 


Zunichst haben wir an zahlreichen Hunden Vorproben 
ausgefihrt. Es ergab sich, daB alle unsere Hunde bei reichlicher 
Verabreichung des Histidins mehr oder weniger im Harn eine 
Siure ausschieden, die nach den Eigenschaften mit Urokanin- 
siure ibereinstimmte. Unter den Hunden, die zu unseren Ver- 
suchen benutzt waren, fanden wir einen, der bei Histidin- 
fiitterung relativ groBe Menge der genannten Siure ausschied. 
Unsere Versuche wurden vorwiegend an diesem Hunde an- 
gestellt. 

Der Hund war 7250 g schwer und ganz gesund. Er wurde 
an den ersten Tagen jeden Tag mit 5—10 g, an den spiateren 


) H. Raistrick, Biochem. Jl, Vol. 11, p. 71. 
*) S. Friinkel, Mon.-H. fiir Chem. Bd. 24, S. 229. 
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Tagen mit 12 g Histidinmonochlorhydrat gefiittert, das stets 
mit 200 g Rindfleisch vermischt wurde. Die Histidinfitterung 
dauerte gewohnlich 2—3 Wochen. Das Tier schien manchmal 
einige Zeit nach der Histidineinfihrung etwas matt; sonst war 
es immer gesund. 

Der Harn wurden jeden Tag mittels Katheters entnommen. 
Jeder 24stiindige Harn wurde auf dem Wasserbade zum Sirup 
eingedampit und mit Alkohol wiederholt solange heiB extra- 
hiert, bis das Extrakt nicht mehr gefirbt war. Der nach dem 
Verjagen des Alkohols hinterbliebene Riickstand wurde iiber 
Nacht in der Kialte stehen gelassen, wobei er krystallinisch 
erstarrte. Die Masse bestand selbstverstindlich gréBtenteils 
aus Harnstoff. Sie wurde abgesaugt, vollstindig ausgeprebt 
und dann mit wenig Wasser aufgenommen, wobei der Harn- 
stoff leicht in Liésung ging, waihrend die in Prismen vom 
Schmelzpunkt 218—220° C. krystallisierte Siure ungelést zu- 
riickblieb. Die Saure war unldslich in Ather, liste sich in 
Wasser, wenn auch schwer, und wurde mit Sublimat und 
mit Silbernitrat gefallt. Sie gab eine intensive Diazo- 
reaktion und reduzierte alkalische Kaliumpergamentlésung unter 
Bildung von Braunstein. Sie gab keine Knoopsche Biuret- 
reaktion. 

Als Beispiel sei hier einer der angestellten Versuche an- 
gefiihrt, die mehrfach an demselben Hunde wiederholt wurden 
und immer ungefahr gleiche Resultate ergaben. (S. Tabelle S. 233.) 


Analytische Belege. 
1. 0,2180 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105 bis 
110° C. 0,0460 g H,0. 
2. 0,2164 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105 bis 
110°C. 0,0453 g H,0O. 


Gef. Ber. f. C,H,N,O, + H,O 
1. 21,15, 

‘ 20,69°/, H, 
2. 20,9 } H,0 169%) HO 





1. 0,1922 Pa getrockneter Substanz verbrauchten nach Kjeldah! 
27,7 eem N/10 Schwefelsiure. 








Uber die Bildung der Urokaninsiure aus Histidin im Hundeorganismus. 233 








Datum 


~I 


”? 


9 


Verab- 
reichtes 
Histidin 








Harn 

| EiweiB, 
Menge|p, a Spez. Zucker und 
eem | Gewicht Gallen- 
| farbstoffe 

320 | schw.; 1017 nicht 
sauer | vorhanden 

355 | sauer| 1020 nicht 
| verhanden 

330 » | 1030 nicht 
| vorhanden 

255 | 1084 nicht 
| vorhanden 

220 ,» | 1087 nicht 
| vorhanden 

220} , | 1037 nicht 
vorhanden 

240 . | ee nicht 
| vorhanden 

230 » | 1081 nicht 
| vorhanden 

230 |schw.} 1031 nicht 
sauer vorhanden 

225 | sauer 1033 nicht 
vorhanden 

235 | ,, 1032 nicht 
vorhanden 

190 | ,, 1038 nicht 
vorhanden 

1032 nicht 
vorhanden 

220 | ,, 1038 nicht 
vorhanden 














Bemerkungen 


Diazoreakt. : 
deutlich 


0,6 g 
Urokanin- 
saure 
isoliert 


1,5 g 
Urokanin- 
siure 
isoliert 


, 








2. 0,1790 g getrockneter Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 
25,8 eem N/10 Schwefelsiure. 


Gef. 
1. 20,21°/, 


2. 20,13 


Ber. f. C,H,N,O, 


N 20,299/, N 
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1. 0,2025 g getrockneter Substanz gaben 0,3905 g CO, und 


0,0875 g H,0O. 
2. 0,2034 g getrockneter Substanz lieferten 0,3918 g CO, und 
0,0855 g H,O. 
Gef. Ber. f. Cg,H,N.O; 
1. 52,65, eae 
2, 52,35 sa aie 
1. 4,80 | 
mie H 437 H 


In den Fallen, in denen der Gehalt an der Siure im 
Harn sehr gering war, konnten wir sie durch das oben erwihnte 
Verfahren nicht isolieren. Dann gingen wir wie folgt vor: 

Der Harn wurde auf dem Wasserbade zum Sirup ein- 
gedampft, mit heiBem Alkohol mehrmals ausgezogen. Aus dem 
vereinigten alkoholischen Extrakte wurde der Alkohol ab- 
destilliert, der Riickstand in Wasser gelést und die Lésung 
mit frischbereitem Kupferhydroxyd versetzt. Der Niederschlag 
wurde ausgewaschen, in wenig Wasser suspendiert und durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Aus der vom Kupfersulfid abfil- 
trierten Lésung schied sich Urokaninsiure beim Eindampfen 
krystallinisch aus. 


II. Injektionsversuch. 


Wir iiberzeugten uns, daf Histidin im Hundeorganismus 
bei reichlicher Einfiihrung per os zum Teil in Urokaninsiure 
iibergeht, und die letztere im Harn ausgeschieden wird. Nun 
haben wir am oben geschilderten Hunde, der bei den Fiitte- 
rungsversuchen mit Histidin relativ viel Urokaninsiure aus- 
geschieden hatte, einen Injektiousversuch angestellt, um zu 
entscheiden, ob Urokaninsaiure aus Histidin jenseits des Darms 
entstehe. 


Dem Hund wurden 4 Tage lang jeden Tag 5 g Histidin- 
monochlorhydrat, in 50 ccm Wasser geliést, mit Soda neutrali- 
siert, in 2 Portionen subkutan injiziert. Anfangs war der Hund 
ganz kraftig, aber das Tier wurde spiater sehr angegriffen, so 
daB die Injektionen unterbrochen werden muBten. 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt: 
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Kinge- 
spritztes Harn 
Histidin- | 
Datum mono- EiweiB, Bemerkungen 
chlor- |Menge Reakt. Spez. | Zucker und 
hydrat ecm Gewicht | Gallen- 
g farbstoffe 
12. Juli 220 | schw. | 1023 
| sauer | | 
ws 5 295 |schw.| 1010 (Eiweif8: Spur 
alk. | | 
a 5 260 |schw.|} 1025 a » | 9,6 g Uroka- 
alk. | ninsiure isol. 
BOS <4 5 425 | schw. 1023 - ss 
alk. 
| are 5 270 | schw. 1027 |, * 
alk. | 
i x 220 | schw. 1035 | m a 
alk. | 
SchluB. 


Aus den Untersuchungen geht hervor, daB Histidin im 
Hundeorganismus sowohl bei Verabreichung per os 
wie auch bei Injektion zum Teil in Urokanins&ure iber- 
gefiihrt wird. Also ist mit Sicherheit bewiesen, daB diese 
Umwandlung in den Geweben vor sich geht, was gegen 
Raistricks Vermutung spricht. 


Nachtrag. 


Nach den Untersuchungen von Jaffe und Cohn’) wird 
Furfurol im tierischen Organismus zum Teil zu Furfurakryl- 
siiure synthetisiert. So kénnte man in bezug auf die Bildungs- 
weise der Urokaninsiiure aus Histidin verschiedene Wege an- 
nehmen: 1. Man kénnte sich vorstellen, daB die Urokaninsdure 
direkt aus Histidin unter intramolekularer Desaminierung 
entsteht. 2. Es ist méglich, da die Urokaninsiure aus 
Imidazolylaldehyd, dessen Bildung im Organismus aus Histidin 





1) Jaffe und Cohn, Chem. Ber. Bd. 20 u. 21. 
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nicht ausgeschlossen ist, synthetisch gebildet wird. 3. Es ist 
nicht unmdglich, daB die Urokaninsiure aus Histidin iiber 
Imidazolylmilchsiiure gebildet wird, wenn auch eine Analogie 
dazu noch nicht bekannt ist. 

Zunichst haben wir zahlreiche Versuche angestellt, im 
Histidinharn eine andere Substanz als Urokaninsiiure, z. B. 
Imidazolylaldehyd, Imidazolylcarbonsiure u. a. ausfindig zu 
machen. Es gelang uns niemals. 

Darauf haben wir versucht, aus dem Harn des oben er- 
wihnten Hundes, dem Imidazolylmilchsiure 5 Tage hinter- 
einander verabreicht wurde, Urokaninsiiure zu isolieren. Aber 
der Versuch fiel negativ aus. 








Verabreichte Harn 
Datum pene ce ry Imidazolyl- 
men. Menge! Spex. ‘Reakt.| milchsiiure eee 
ecm | Gew. | saure 
oe 2 ae | ei 
14. Nov. _ 160 | 1034 | alk. | 
io 10 184 | 1047 ey 0,9 — 
me 10 320 | 10438 a 1,06 — 
ae 10 210 | 1041  ) 7 
- oe 10 230 | 1041 » | ieee — 
19. ,, 10 210 | 1045 » | = _ 

















Also ist es sehr wahrscheinlich, da8 die Urokaninsiure- 
bildung aus Histidin im Hundeorganismus auf dem Wege der 
intramolekularen Desaminierung erfolgt. 














Untersuchungen iiber die Acetessigsdurebildung aus Uro- 
kaninsdure in der tiberlebenden Leber. 


Von 
M. Konishi. 





(Aus dem mediz.-chem. Institute der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1922.) 


In Gemeinschaft mit Prof. Kotake?) habe ich festgestellt, 
daf Histidin im Hundeorganismus in Urokaninsiure iibergefihrt 
werden kann. Es fragt sich nun, ob die letztere im Organismus 
ein normales intermediires Produkt darstellt. 

Bisher wissen wir nicht, iiber welche Produkte Histidin 
im tierischen Organismus abgebaut wird. Doch kénnte man, 
nach den Ergebnissen analoger Untersuchungen, die mit den 
synthetischen und natiirlichen Aminosiuren vorgenommen waren, 
sich vorstellen, daf es einerseits durch oxydative Desaminie- 
rung in Imidazolylbrenztraubensiure, anderseits durch hydro- 
lytische Desaminierung in Imidazolylmilchsiure ibergefiihrt 
und der weiteren Zersetzung unterworfen wird. 

Auf diese Erwigung hin habe ich mit Urokaninsiéure einige 
Durchblutungsversuche an der iiberlebenden Hundeleber unter- 
nommen. Ich wiinschte hierbei die gewonnenen Resultate mit denen 
zu vergleichen, die aus den Versuchen mit Histidin, Imidazoly]- 
milchsiure, Imidazolylbrenztraubensiure?) usw. sich ergaben. 

Die Durchblutung erfolgte nach den Angaben von Embden 
und seinen Schiilern.*) Ich bediente mich hierbei unseres vor- 
wiegend nach Neubauer gebauten Apparates. Als Durch- 
strémungsblut diente defibriniertes Hundeblut, das mit '/, 
seines Volumens Ringer-Lésung verdiinnt war. Die Dauer 
.der Durchblutung betrug 90 Minuten. 





1) §. vorstehende Arbeit. 
*) Die Untersuchung mit Imidazolylbrenztraubensiure ist jetzt im 
Gange. 


8) A. a. O. 
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Die in meinem Versuch verwendete Urokaninsiure wurde 
aus dem Harn des Hundes, der mit reichlichen Mengen Histidin 
gefiittert war, dargestellt, und durch mehrmalige Umkrystalli- 
sation griindlich gereinigt. 

Die Darstellung der Imidazolylmilchsiure geschah nach der 
Angabe von 8. Frankel), indem Histidin unter EKinwirkung 
von Silbernitrit desaminiert wurde. Sie wurde selbstverstind- 
lich fiir die Versuche ganz rein dargestellt. 

Am Schlusse der einzelnen Versuche wurde die Leber 
mit Ringerscher Lésung durchspilt. Das Blut und die Spiil- 
fliissigkeit wurden vereinigt, nach Schenck mit Salzsiiure und 
Sublimat enteiweiBt und die gebildete Acetessigsiiure nach 
Huppert und Messinger bestimmt. 

Niheres ist aus folgenden Tabellen ersichtlich: 


Versuche mit Urokaninsiure. 

















2 o Der Durch-],, | ebildete 
alc wl “ Menge der} Durch- Gebildete Aceton- 
oc] - a] ¢ stromungs- ‘ Aceton- 
Sie te IR in Durch- stré- menge pro 
Zio 2], fliissigkeit |, .. menge 
1 80 o & stromungs-| mungs- : 100 ecm 
2) e, "SO es a) a4 ° 
=|og]7 uugefiigte |, - 4: pro Liter] 4)... 
aniadgt| - > | fliissigkeit | dauer ee Fliissig- 
olem] = Urokanin- | Fliissig- 
al Be © * ecm Min. j keit mg 
< wo siiure g keit mg 
Vor der 
Durch- 
stromung 
* ; 0,87 
I.} 15,5 | 530 2 1200 90 23,2 I Nach der 
Durch- 
stromung 
3,19 
Vor der 
Durch- 
stromung 
a | | 0,96 
Il. | 10,4 525 2 1100 90 26,1 a 
Dureh- 
stromung 
8,57 


























1) §. Frinkel, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, 8. 229, 
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Versuche mit Imidazolylmilchsiure. 





| 
| 
| 
































2 3 a0 3 Der Dureh- Menge der} Durch- Gebildete Aceton- 
oie) Ss stromungs-!  Durch- stré- Aceton- | enge pro 
ae — POM 2 Se p 
5 Sy 6 © ap Hissighelt strémungs-| mungs- | ™°"™S° | 100 cem 
5 eg ~ augefiigte fliissigkeit}] dauer pee cee Fliissig- 
S15] & imidazolyl- cem Min. witanig: keit mg 

iM ds) milchsiiure keit mg 

Vor der 

Durch- 
stromung 

| 0,87 
I. | 10,4 440 2 1200 90 24,2 Wak dor 
Durch- 
stro6mung 

3,29 

Vor der 

Durech- 
stromung 

9 0,77 
I] 7,5 | 315 1200 90 26,1 a ve 
Durch- 
stromung 

3,38 

Versuche mit Histidin. 
a ‘ Der Durch- Gebildete} Aceton- 
Sis w a strémungs-| Menge Durch- | Aceton- | menge 
S Senne fliissigkeit |der Durch-] _ stré- menge pro 
a Bo = s oo | zugefiigtes |strémungs-| mungs- | pro Liter} 100 cem 
z esi. Histidin- | fliissigkeit}] dauer | Fliissig- | Fliissig- 
mA S mie monochlor- ecm Min. keit keit 
ag: 5 hydrat g mg mg 
Vor der 

Durech- 
str6émung 

I.} 25,0 | 720 2,7 1200 90 20,9 ie 
: ‘ Nach der 
Durch- 
stromung 

2,99 
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Versuche mit Histidin (Fortsetzung). 





Versuchsreihe 


II. 





Korpergew. des 
Hundes kg 


13,5 





| 


Gew. der Leber 
§ 


420 





strOmungs- 
fliissigkeit 
zugefiigtes 
Histidin- 
monochlor- 
hydrat g 








Der Dureh-_ 





Menge 
der Durch- 
stromungs- 
flussigkeit 

ecm 


1200 


SchluB. 





Durch- 
stré- 
mungs- 
dauer 
Min. 


90 


Gebildete 
Aceton- 
menge 
pro Liter 
Flissig- 
keit 
mg 


12,6 





Aceton- 
menge 
pro 
100 ecm 
Fliissig- 
keit 
mg 


Vor der 
Durch- © 
stromung 

0,58 
Nach der 
Durch- 
stromung 

1,84 





Aus den vorliegenden Ergebnissen ist ersichtlich, daB die 
lebensfrische Leber von Hunden aus Urokaninséiure bei der 
Durchstrémung mit derselben, wenn auch schwach, doch etwas 
stirker als aus Histidin selbst, Acetessigsiure zu bilden be- 
fahigt ist. Es scheint dies fiir die Annahme zu sprechen, dab 
Urokaninsiure im Hundeorganismus ein normales Intermediir- 
produkt des Histidins darstellt. 








Uber die Desaminierung der Aminosduren und die wechsel- 
seitige Umwandlung der dabei entstandenen Produkte im 
tierischen Organismus. 


Von 


Y. Kotake. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1922.) 


Ich méchte an dieser Stelle unsere Ergebnisse zusammen- 
fassen, die aus den vorangehenden 12 und den schon friiher 
publizierten 5 Mitteilungen*), die alle zum Gebiete des inter- 
mediiren Stoffwechsels der Aminosiuren gehéren, hervorgehen. 
Es sei vor allem bemerkt, da sich unsere Studien unmittelbar 
auf die in der Natur vorkommenden Aminoséuren (Kiweib- 
aminosauren) beziehen. 

1. 1-Oxyphenylmilchsiure wurde im Harn von Hunden 
nachgewiesen, die mit Phosphor vergiftet wurden. p-Oxy- 
mandelsiure, die Schultzen und Riess*?) im Harn von 


1) 1. ¥. Kotake, Uber 1-Oxyphenylmilchsiure und ihr Vorkommen 
im Harn bei Phosphorvergiftung, Diese Zs. Bd. 65, 8. 397. 

2. A. Ellinger u. Y. Kotake, Synthese der p-Oxymandelsiure 
und ihr angebliches Vorkommen im Harn bei akuter gelber 
Leberatrophie, Diese Zs. Bd. 65, S. 402. 

3. Y. Kotake, Uber das Verhalten von p-Oxyphenylmilchsiure 
und p-Oxyphenylbrenztraubensiure im Tierkérper, Diese Zs. 
Bd. 69, S. 409. 

4. Y. Kotake u. Z. Matsuoka, Uber die Bildung von 1-Oxy- 
phenylmilchsiure aus p-Oxyphenylbrenztraubensdure im tie- 
rischen Organismus, Diese Zs. Bd. 89, 8. 475. 

5. Y. Kotake u. Z. Matsuoka, The formation of oxyphenyl- 
lactic acid in the animal organismus and its relation to tyro- 
sine catabolism, Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 319. 

*) A. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXII. 16 
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Kranken, die an akuter gelber Leberatrophie zugrunde ge- 
gangen waren, aufgefunden zu haben glaubten, ist nach unseren 
Untersuchungen keine solche, sondern nichts anderes als 
1-Oxyphenylmilchsiure. Es ist demnach auch aufer Zweifel 
gestellt, daB die von Baumann!) im Harn der Menschen nach 
Phosphorvergiftung gefundene Saure 1-Oxyphenylmilchsiure war. 

2. DaB die Aminosiuren im tierischen Organismus iiber 
die entsprechenden Ketonsiiuren abgebaut werden, eine An- 
nahme von O, Neubauer?), hat durch unsere Kaninchenver- 
suche, in welchen bei Einverleibung des Tyrosins bzw. des 
Phenylalanins die entsprechende Ketonsiure, Oxyphenylbrenz- 
traubensiiure bzw. Phenylbrenztraubensiure, im Harn gefunden 
wurde, eine neue Stiitze gefunden. 

3. Zieht man unsere Ergebnisse, insbesondere den Um- 
stand, daB bei Kinfiihrung des |- und d,l-Tyrosins in den 
Kaninchenorganismus nur die l-Form imstande war, Oxypheny!l- 
milchsiure auszuscheiden, trotzdem beide Formen dabei die 
Ausscheidung von beinahe derselben Menge Oxyphenylbrenz- 
traubensiiure herbeifiihrten und dazu die Resultate, die aus 
den Versuchen an vital gefirbten Tieren sich ergaben, in 
Betracht, so erscheint es nicht zu gewagt, anzunehmen, dai 
die Aminosaiuren im normalen tierischen Organismus nicht nur 
oxydativ, sondern auch hydrolytisch*) desaminiert werden. Aus 
unseren Untersuchungen lit sich auch mit Wahrscheinlichkeit 
folgern, daB bei der oxydativen Desaminierung der Amino- 
siuren die sogenannten histiozytiiren Zellen (Kiyono), insbe- 
sondere die Reticuloendothelien, eine wichtige Rolle spielen. 

4. Die einer natiirlichen Aminosiure entsprechende Keton- 
siiure, die im Organismus gebildet oder als solche einverleibt 
ist, kann in den Parenchymzellen, wahrscheinlich durch ein 
Enzym, in die entsprechende Alkoholsiure reduziert werden, 
und zwar geht die Reduktion hierbei asymmetrisch vor sich, 





1) E. Baumann, a. a. O. 

) Aa®, 

8) Friiher war ich der Ansicht, daB Oxyphenylmilchsiiure ein patho- 
logisches Stoffwechselprodukt darstellt, was mir aber jetzt nicht ganz 
richtig erscheint. 
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so daB stets, soweit wir untersuchten, dieselbe optisch-aktive 
Alkoholsaure entsteht, die bei der hydrolytischen Desaminierung 
der entsprechenden, in der Natur vorkommenden, optisch- 
aktiven Aminosiure gebildet wird. Ich glaube, daB man vor- 
liufig berechtigt ist, aus unseren Ergebnissen folgende Annahme 
zu machen, die wohl als eine Regel im intermediiiren Stoff- 
wechsel der Aminosiuren betrachtet werden kann. Sie lautet: 

,Hine Alkoholsiure, welche im Organismus aus einer be- 
stimmten Aminosiure primar durch die hydrolytische Desami- 
nierung oder sekundiar durch die der oxydativen Desaminierung 
folgende Reduktion gebildet wird, ist immer optisch-aktiv, und 
zwar zeigt sie, unabhingig von ihrer Bildungsweise, gleich- 
gerichtete Drehung.“ 

5. Eine Alkoholsiure kann auch unter Umstinden in die 
entsprechende Ketonsiure iibergefiihrt werden. Es wurde 
sicher bewiesen, daf Phenylmilchsiure in Phenylbrenztrauben- 
siure umgewandelt wird. Da wir uns iiberzeugten, da8 Phenyl- 
brenztraubensiure im Kérper zu Oxyphenylbrenztraubensiure 
oxydiert wird, wird auf Grund der Ergebnisse Neubauers 
mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen, daB Homogentisin- 
siure, die bei der Alkaptonurie im Harn ausgeschieden wird, 
folgendermaben aus Tyrosin und Phenylalanin gebildet wird: 


|-Phenylalanin 1-Tyrosin ———> 1-Oxyphenyl- 
“ess ay milechsiiure 
l-Phenyl- | Phenylbrenz- jae Oxyphenylbrenz- 
milchsiiure traubensiure traubensiiure 
Y 
Homogentisinsaéure 


6. Es unterliegt keinem Zweifel, daB 1-Oxyphenylmilch- 
siure, die von mir bei Phosphorvergiftung und friiher von 
Schultzen und Riess*) bei akuter gelber Leberatrophie im 
Harn nachgewiesen war, ihre Entstehung vorwiegend dem 
Tyrosin verdankt, indem das Tyrosin hierbei, einerseits durch 
die der oxydativen Desaminierung folgende asymmetrische 
Reduktion indirekt, anderseits durch die hydrolytische Des- 
aminierung direkt, in 1-Oxyphenylmilchsiure iibergefiihrt wird. 





1) A. a, O. 


16* 
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Natiirlich ist aber nicht ausgeschlossen, daB daran auch Phenyl- 
alanin teilnimmt, indem das letztere iiber Phenylbrenztrauben- 
siure und Oxyphenylbrenztraubensiure in 1-Oxyphenylmilch- 
siure iibergeht. 

7. Da8B Urokaninsiure, die bisher gelegentlich im Harn 
der Hunde aufgefunden wurde, in deren Organismus aus Histidin, 
nicht im Darmkanal, sondern in den Geweben unter inter- 
molekularer Desaminierung gebildet wird, wurde durch unsere 
Untersuchungen mit einer gewissen Sicherheit festgestellt. Es 
ist sogar sehr wahrscheinlich, daB Urokaninsiure, wenigstens 
im Hundeorganismus, ein normales Intermediirprodukt darstellt. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden samtlich in 
unserem Laboratorium ausgefiihrt unter Benutzung von Geld- 
mitteln, welche mir zum Teil das Shiomi-Institut giitigst be- 
willigte, zum Teil dankenswerter Weise ein reicher Spender 
anonym zu meiner Verfiigung gestellt hatte. 





Kohlenhydrate II.*) 
Uber ein neues, das 1,2-Anhydrid der Glucose. 
Von é 


Perey Brigl. 


(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitat Tubingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1922.) 


a 


Vor einiger Zeit wurde?) die EKinwirkung eines grofen 
Uberschusses an Phosphorpentachlorid auf die f-Form der 
Pentaacetylglucose studiert. Es entstand dabei in verwickelter 
Reaktion ein stark chloriertes Produkt, die 1-Chlor-2-[trichlor- 
acetyl]-3,5,6-triacetylglucose (Formel I) gebildet aus der an- 
gewandten Acetylglucose durch Ersatz des Acetyls am Kohlen- 
stoff 1 durch Chlor und gleichzeitig des Acetyls 2 durch Tri- 
chloracetyl. 


6 5 4 3 2 1 
A en ee ee ee 
ital tictatina it 


II. CH,OAec—CHOAc—CH—CHOAc—CH = CH. 
cies 


Der Konstitutionsbeweis gliickte, nach einigen vergeblichen 
Versuchen, durch Ersatz des Trichloracetyls durch Chlor auf 
einem Umwege. In dem Triacetat der entstandenen 1,2-Dichlor- 
glucose saSen die Chloratome wirklich in der angenommenen 
benachbarten Stellung, denn Zinkstaub nahm sie heraus unter 
Bildung einer Doppelbindung, es entstand dabei das Triacetyl- 








1) Kohlenhydrate I. Partieller Austausch von Siuregruppen in der 
6-Pentaacetylglucose. Diese Zs. Bd. 116, S. 1—52 (1921). 
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glucal von E. Fischer?) (Formel II 8. 1), in dem die Lage der 
Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffen 1 und 2 einwands- 
frei durch Fischer’), Bergmann und Schotte bewiesen ist. 
Damit ist aber auch, das sei als wesentlich fiir das folgende 
betont, ebenso einwandsfrei bewiesen, da8 in dem urspriing- 
lichen Reaktionsprodukt aus Pentaacetylglucose und Phosphor- 
pentachlorid wirklich Chlor und Trichloracetyl an den benach- 
barten Kohlenstoffen 1 und 2 sitzen miissen, gemiB obiger 
Formel I. 

Erméglicht war dieser Konstitutionsbeweis durch eine 
Reaktion, die ein Loslésen des Triacetyls aus dem Molekiil 
gestattete, ohne die tibrigen Saiurereste zu beriihren. Dies Rea- 
genz war itherisches Ammoniak, das bei 0° giatten, fast quan- 
titativen Ubergang des Kérpers I in einen anderen von Formel III 
bewirkte, der an Stelle des Trichloracetyls, das in Trichlor- 
acetamid iiberging, eine freie Hydroxylgruppe trug. 


Ili. CH,OAc—CHOAc—CH—CHOAc—CHOH—CHCI. 
Sauget ta 


Diese Substanz C,,H,,O,Cl ist nahe verwandt mit der be- 
kannten Acetochlorglucose, unterscheidet sich von ihr nur da- 
durch, daB sie am Kohlenstoff 2 nicht auch ein Acetyl, sondern 
statt dessen die freie Hydroxylgruppe trigt. Man kann diese 
Verwandtschaft auch im Namen ausprigen, indem man von 
Triacetochlorglucose spricht, statt der genaueren Bezeichnung 
einer 1-Chlor-3,5,6-triacetyl-glucose. Es wurde schon in der 
ersten Verdffentlichung betont, daB diese Triacetochlorglucose 
noch iiber den damaligen Konstitutionsbeweis hinaus Interesse 
verdient. Sie enthalt zwei besonders reaktionsfahige Stellen, 
das Hydroxyl und das Chlor, die noch dazu in Nachbarstellung 
sitzen. Von den vielen denkbaren Reaktionen wurden zunichst 
solche versucht, die eine intramolekulare Salzsaiureabspaltung 
erwarten lieBen. Es zeigte sich dabei, da ein recht ver- 
schiedener Verlauf je nach dem angewandten Mittel erzielt 





1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 47, 8S. 196 (1914). 
*) E. Fischer 7, M. Bergmann u. H. Schotte, Chem. Ber. Bd. 53, 
S. 509 (1920). : 
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wird. Silbercarbonat reagiert nur, wenn feucht angewandt, und 
bewirkt dann Ersatz des Chlors gegen Hydroxyl, Chlorzink in 
der Hitze fihrt zu lebhafter Salzsiureabspaltung, das Produkt 
ist eine nicht mehr reduzierende Substanz, vielleicht ein Poly- 
saccharid. Uber diese beiden Reaktionen wird in anderem 
Zusammenhang berichtet. Ein drittes wirksames Mittel ist 
schlieBlich Ammoniak. 

Da& Ammoniak noch auf die ‘Triacetochlorglucose ein- 
wirken miiBte, ging schon aus den Versuchen zur Darstellung 
dieses Kérpers hervor. Behandelte man das Ausgangsmaterial, 
den Kérper I, mit Ammoniak in Ather, so gelang es nur 
dann, die Triacetochlorglucose in guter Ausbeute zu erhalten, 
wenn man in ganz wasserfreiem Ather bei 0° arbeitete, jedoch 
durfte der Ather nur bei Zimmertemperatur mit Ammoniak 
gesattigt sein und die Kinwirkungsdauer auf 3/, Stunde be- 
schrankt bleiben. LieB man es zu einer stirkeren Kinwirkung 
des Ammoniaks kommen, so war der ausfallenden Triacetochlor- 
glucose mehr und mehr Chlorammonium beigemengt, wihrend 
in dem Ather ein leichter lisliches Zuckerderivat steckte, das 
sich so jedoch nicht fassen lieB, weil in dem Ather auBerdem 
das abgespaltene Trichloracetamid enthalten war. 

In weiterem Verfolg dieser Beobachtung wurde nun Tri- 
acetochlorglucose in verschiedenen Liésungsmitteln der Ein- 
wirkung von Ammoniak ausgesetzt. Allerdings war man dabei 
in der Auswahl der Lésungsmittel recht beschrinkt, weil sie 
reaktionstrage sein muBten. Sie miissen giinzlich wasserfrei 
sein, weil sonst héchstens voéllige Verseifung, also nicht inter- 
essierende Abspaltung auch der drei Acetyle zu erwarten ist. 
Andererseits lést sich aber die Triacetochlorglucose wegen 
ihrer freien Hydroxylgruppe in Lésungsmitteln vom Kohlen- 
wasserstofityp nur auBerordentlich wenig. Ein gutes Lésungs- 
mittel ist dagegen Aceton, in dem es auch beim Hinleiten von 
Ammoniak sehr rasch zur Abspaltung von Salzsiure, kenntlich 
an dem Ausfallen von Chlorammonium, kommt. Es lieB sich 
auch durch die gleich noch zu besprechende Additionsfihigkeit 
des gebildeten Kérpers zeigen, daB die Reaktion im gewiinschten 
Sinne gegangen war, aber alle recht zeitraubenden Versuche, 











248 Percy Brigl, 


aus dieser Lésung das Reaktionsprodukt in krystallisierter Form 
zu isolieren, schlugen fehl. Offenbar ist in Aceton die Gefahr 
von Sekundirreaktionen zu groB. Infolgedessen wurde jetzt 
Benzol gewahlt. Dieses hat den Nachteil, daB es das Aus- 
gangsmaterial iiberhaupt kaum list, dafiir allerdings das neu 
gebildete Produkt. Leitet man in eine Suspension der ‘Tri- 
acetochlorglucose in Benzol mehrere Stunden scharf getrock- 
netes Ammoniak, so verschwindet der Koérper allmihlich und 
macht einer Fallung von Chlorammonium Platz. Der in Lésung 
gegangene Teil ist im wesentlichen einheitlich und laBt sich 
deshalb, trotz seines niedrigen Schmelzpunktes von 59,5°, in 
fester krystallisierter Form erhalten. Er hat die Formel 
C,,H,,O0, und ist nach der einfachen Gleichung enstanden: 
C,,H,,0,Cl + NH, = C,,H,.0, + NH,Cl. 
Triacetochlorglucose 

Ks ist also nur ein Molekil Salzsiure abgespalten, die 
ganzen Acetyle sind unberihrt geblieben. DaB die Abspaltung 
innerhalb eines Molekiils erfolgt ist, ergibt die Molekular- 
gewichtsbestimmung, die scharf auf obige Formel paBt. Es 
gibt daher fiir die Konstitution des gebildeten Kérpers nur 
eine Deutung: Abspaltung des Chlors am Kohlenstoff 1 mit dem 
Wasserstoff der Hydroxylgruppe am Kohlenstoff 2, Bildung 
eines Athylenoxydrings, analog wie der Ubergang von Dichlor- 
hydrin in Epichlorhydrin. Die genauere Lage des Rings ist ge- 
geben durch die bekannte Stellung des Chlors und Hydroxyls 
an den beiden Kohlenstoffen 1 und 2 der Glucose. Hiernach 
hat der Kérper die Konstitution, wie sie Formel IV wiedergibt: 

ag 
IV. CH,OAc—CHOAc—CH—CHOAc—CH—CH. 
Nise 


Man bezeichnet die Substanz am einfachsten wohl als das Acetat 
eines Anhydrids der Glucose, als 3,5,6-Triacetat des Glucose-1,2-Anhy- 
drids. 

Diese Bezeichnung hat den Vorteil, daB sie auch eine rationelle 
Namengebung fiir die zahlreichen') anderen Anhydride der Glucose ge- 





1) Zusammenstellung bei Bergmann und Schotte, Chem. Ber. 
Bd. 54, S. 1565 (1921). 
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stattet, die man bisher schon kennt. Die Bezeichnung der Anhydrid- 
bildung mit Zahlen, analog der Fischer-Bergmannschen Bezifferung 
der Kohlenstoffe der Glucose, ist wohl jedenfalls empfehlenswert, da die 
noch korrektere Kennzeichnung mit griechischen Buchstaben wegen der 
Existenz der a- und #-Glucose zu Verwirrungen fiihren wiirde. Zweifelhaft 
kann man nur sein, ob nicht statt Glucoseanhydrid das kiirzere An- 
hydroglucose vorzuziehen wire. Dieser Name ist jedoch von E. Fischer’) 
fiir ein ganz spezielles Anhydrid der Glucose, das 3,6-Anhydrid, gewihlt 
worden, so daB aus historischen Griinden dieser Name vorliufig aus- 
zuscheiden hat. Vielleicht wird es sich aber doch eines Tages als notwendig 
herausstellen, auf den Namen zuriickzugreifen, wenn niimlich auch die 
genauere Lage des zweiten Sauerstoffrings, des 1,4-Rings, bezeichnet 
werden soll, gemiiB einem Vorschlag von M. Bergmann.) Man wiirde 
dann obige Substanz das Triacetat der 1,2-Anhydroglucose <1,4> nennen. 


Der Isolierung des 1,2-Anhydrids der Glucose hatte nun 
die Untersuchung seiner Reaktionsfahigkeit zu folgen. In voller 
Ubereinstimmung mit der angenommenen Konstitution zeigte 
es sich, daB man es mit einem sehr additionsfihigen Gebilde 
zu tun hat. Der darin enthaltene Athylenoxydring wird leicht 
aufgespalten, noch leichter als der im Athylenoxyd selber oder 
im Epichlorhydrin. Es ist dies auch leicht erklirlich, wenn 
man sich, am Tetraedermodell des Kohlenstoffs festhaltend, 
die Richtungen der Bindungen klar macht. Die Form der 
Glucose, von der sich obiges Anhydrid ableitet, miiBte etwa 
folgende sein: 


H 


OH 
HO.. 7 H 


6 5 3 2 : 
CH,OHCHOH..._ A tN 
n” \ O / ou 


Ks soll dabei der sauerstoffhaltige Fiinfring in der Tafel- 
ebene liegen, wiihrend die stark gezeichneten Bindungsstriche 
unter einem Winkel von ungefihr 55° aus der Papierebene 
herausspringen, wihrend die gestrichelten Bindungen unter 
ebensolchem Winkel hinter der Papierebene liegen. Bei einer 
Anhydridbildung zwischen den Hydroxylen an den Kohlen- 





1) E. Fischer und Zach, Chem. Ber. Bd. 45, 8. 456 (1912). 
*) Bergmann und Mickeley, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2150 (1921). 
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stoffen 1 und 2 ist nun eine recht gewaltsame Ablenkung der 
sie tragenden Bindungen aus ihrer urspriinglichen Richtung not- 
wendig, die sich nicht wie bei einer Substanz mit offener Kette, 
so Epichlorhydrin, um einen Bruchteil dadurch verringern 
14Bt, daB die Bindung zwischen den Kohlenstoffen etwas nach 
der anderen Seite ausweicht. Diese doppelte Inanspruchnahme 
des Kohlenstoffs 1 fiir zwei Ringsysteme bedingt die ganz be- 
sonders leichte Aufspaltbarkeit des Dreirings. 

Von den zahlreichen denkbaren Additionsreaktionen seien 
hier nur drei angefiihrt, die mit Essigsfureanhydrid, die mit 
Wasser und mit Methylalkohol. Essigsiureanhydrid in der Kilte 
reagiert kaum, kocht man aber kurz damit auf, so entsteht 
Pentaacetylglucose. 


CH,OAc—CHOAc—CH—CHOAc—CH—CH + O(COCH,), 
a 


—> CH,OAc—CHOAc—CH—CHOAc—CHOAc—CHOAe. 
no 








Allerdings ist das Reaktionsprodukt nicht ganz einheitlich, 
es ist nach Schmelzpunkt und Drehung ein Gemisch, aus dem 
sich reine «-Form isolieren lieB. Ob der andere Anteil nur 
6-Form enthilt oder noch ein weiteres Produkt darin steckt, 
bleibt noch nachzupriifen. 

Auch Wasser lagert sich schon bei Zimmertemperatur an, 
es bildet sich das Hydrat, das 3,5,6-Triacetat der Glucose 
(Formel Y). 


VY. CH,OAc—CHOAc—CH—CHOAc—CHOH—CHOH. 
% O ae 





Auch hierbei entsteht ein Gemisch von Stereoisomeren. 
In diesem Fall ist es ja auch gar nicht anders zu erwarten. 
Wiirde sich selbst durch die Wasseranlagerung zunachst nur 
eine Form, etwa die #-Form gebildet haben, so wire doch 
sofort Gelegenheit zur Bildung der a-Form gegeben, da 
die Hydroxylgruppe am Kohlenstoff 1 frei ist. Es laBt sich 
dies auch messend verfolgen durch Beobachtung der Drehung 
des polarisierenden Lichts. Isoliert in reiner kristallisierter 
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Form wurde nach langerem Stehen die a-Form. Beweisend 
fir das Vorliegen der e-Form war neben der hohen Drehung 
die Tatsache, daB man bei ganz vorsichtiger Acetylierung mit 
Essigsiureanhydrid-Pyridin «-Pentaacetylglucose erhielt. Dies 
Acetylierungsmittel ist ja nach den Versuchen von Behrend 
und Roth?) sehr geeignet fiir Acetylierung von Glucose ohne 
sekundire Umlagerung. Diese partiell acetylierte Glucose wird 
sich sicher noch als brauchbar erweisen zu weiteren Um- 
setzungen. 

Hinheitlich verlief die Anlagerung von Methylalkohol. Lost 
man das Anhydrid bei Zimmertemperatur in Methylalkohol, so 
zeigt sich die eintretende Reaktion in einem raschen Nach- 
lassen der Reduktion gegeniiber Fehlingscher Lésung, die 
nach wenigen Stunden ganz verschwunden ist. Es bildet sich 
das Triacetat des £-Methylglucosids (Formel VI). 


VI. CH,OAe—CHOAc—CH—CHOAc - CHOH—CHOCH, 
% ‘ y. 





Nach dem Verdunsten des Liésungsmittels krystallisiert der 
Kérper leicht aus. Daf er sich vom #-Methylglucosid ableitet, 
ergibt die Verseifung des Rohproduktes mit methyalkoholischem 
Ammoniak, wobei reine #-Form erhalten wird. 

Die leichte Bildung von Glucosiden nach dieser Methode 
soll auszuniitzen versucht werden, um Kuppelung mit empfind- 
lichen Hydroxylverbindungen zu erreichen, die den bisherigen 
Methoden gegeniiber versagt haben. AufSerdem werden sich 
aber auch noch eine ganze Reihe weiterer Verbindungen leicht 
an das Anhydrid addieren lassen. Die Untersuchung wird auch 
in dieser Richtung fortgesetzt. 

Auer durch chemische Methoden lieB sich die starke 
Spannung des Systems im Anhydrid auch zeigen durch Messung 
der Verbrennungswiirme. Herr Professor Karrer hatte die 
Giite, in einer gréferen Versuchsreihe das Acetat des Glu- 
cose-1,2-Anhydrids auf seinen Kaloriengehalt priifen zu lassen, 
mit vom Verfasser zur Verfiigung gestellten Material. Es 
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') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 331, 8. 362 (1904). 
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ergab sich dabei fiir 1 g 4595 cal, eine Zahl, die deutlich 
hoher lag, als die fiir die Acetate anderer Glucoseanhydride. 


Die glatte Bildung des Acetats vom #-Methylglucosid aus 
dem Anhydrid verlockt sehr dazu, daraus Betrachtungen ab- 
zuleiten iiber die Konfiguration der ¢- und f-Glucose und der 
davon sich ableitenden Glucoside. In dem Anhydrid liegt das 
Sauerstoffatom des Athylenoxydrings sicher nicht in der Ebene 
des sauerstofihaltigen Fiinfrings, sondern beispielsweise, wenn 
man die Zeichnung von 8.5 zugrunde legt, vor dieser Ebene. 
Offnet sich nun der Dreiring unter Anlagerung zweier ein- 
wertiger Radikale, so erscheint es — bei einer in der Kilte 
verlaufenden Anlagerung zum mindesten — fast selbstverstind- 
lich, daB die beiden neugebildeten Gruppen auf derselben 
Seite sitzen, wie vorher das Sauerstoffatom, das also die Aus- 
lagerung in Cisstellung erfolgen mu8. Ist diese Annahme 
richtig, so hat also die #-Glucose die beiden Hydroxyle auf 
der gleichen Seite am Kohlenstoff 1 und 2, wiihrend die «-Glu- 
cose die Transform darstellte. Gegen diese Auffassung lassen 
sich aber nun eine Reihe von Bedenken geltend machen.?) 
Zunichst steht sie im Widerspruch mit dem Befund von 
Boéeseken®), der fand, da «-Glucose gréBere Neigung hat, 
mit Borsiure Komplexe zu bilden als die f-Form. Da sonst 
nur Verbindungen mit zwei Hydroxylen in Cisstellung dazu 
befahigt sind, wird auch fir die @-Glucose die Cisstellung 
postuliert. Ein weiterer Gegengrund ist die Bildung eines 1,6- 
Anhydrids aus f-Glucose, die Bildung des Liivoglucosans. Daf 
Livoglucosan sich von der f-Glucose ableitet*) und die An- 
hydridbildung zwischen den beiden endstindigen Kohlenstoffen 
erfolgt, ist durch Karrer‘*), letzteres auBerdem noch durch 





1) Ein Teil dieser Bedenken kam durch Herrn Prof. Karrer und 
den Verfasser in einer Besprechung schon kurz zu Wort, die sich an 
einen Vortrag des Verfassers iiber obiges Thema anschio8, gelegentlich 
der Tagung der Dozenten fiir Chemie von Siidwestdeutschland in Frei- 
burg i. Br., Ende April 1922. 

*) J. BGeseken, Chem. Ber. Bd. 46, S. 2612 (1913). 

8) Karrer, Helv. chim. Acta Bd. 3, 8S. 258 (1920). 

*) Karrer u. Smirnoff, Helv. chim. Acta Bd. 5, S. 124 (1922). 
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Irvine?) bewiesen. Stellt aber die Formel auf 8S. 5 die 
f-Glucose dar, so ist schwer vorzustellen, wie das vor der 
Papierebene liegende Hydroxyl am Kohlenstoff 1 mit dem hinter 
der Ehene liegenden Hydroxyl zur Anhydridbildung befihigt 
sein soll, oder richtiger, da8 ein solches Anhydrid so bestandig 
sein kann, wie Liavoglucosan es wirklich ist. Ein dritter Gegen- 
gerund schlieBlich ist die GréBe der Drehung beim Acetat des 
1,2-Anhydrids. Derivate der £-Glucose drehen regelmaBig nur 
einige Grade nach rechts oder sogar nach links, wahrend Deri- 
vate der «-Glucose starke Rechtsdrehung zeigen. Es betrigt 
die spez. Drehung von: 


a-Form (§-Form 


Glucose . .... . .+#110° +23 (in Wasser), 
Pentaacetat . . . ...+ 99 + 3 (in Benzol), 
Methylglucosid . . . . . +157 — 32 (in Wasser), 
Acetat des Methylglucosids ++ 175 — 23 (in Benzol). 


Das 1,2-Anhydrid hat nun in Benzol die spezif. Drehung 
von + 106,5°, paBt danach ausgezeichnet in die a-Reihe, nicht 
in die #-Reihe. Es muB daher wohl die «-Glucose als die 
Cisform angesprochen werden, die Fig. auf S. 5 stellt die a-Glu- 
cose dar. 

Danach mu8 man die zuerst unwahrscheinliche Annahme 
machen, daB bei der Offnung des Dreirings durch Methylalkohol 
ein Platzwechsel eingetreten ist, die Addition ist in Trans- 
stellung erfolgt. Als Stiitze fiir diese Auffassung kann man 
zunichst an die Waldensche Umkehrung erinnern. Es gibt 
jedoch noch niher liegende Analogien. Van Loon?) hat die 
Oxyde des Indens und Cyclohexens mit Wasser reagieren lassen 
und dabei festgestellt, daB die gebildeten Diole ausschlieBlich 
oder vorwiegend die Transformen darstellen. Die Verhaltnisse sind 
hier recht analog wie bei obigem Anhydrid, beidemal ein Athylen- 
oxydring, an einem anderen Ring verankert, beidemal Offnung 
unter Platzwechsel der Bindungen. Die SchluBfolgerung fiir den 





*) Irvine u. Oldham, Jl. Chem. Soc. London Bd. 119, S. 1744 
(1921); zitiert nach Chem. Zbl. 1922, I. S. 678. 


*) Chem. Zbl. 1920, I, S. 331; vgl. auch Béeseken, ebenda 1922, 
Ill, 8. 46. 











954 Percy Brigl, 


speziellen Fall ist die, daB fiir die Entscheidung solch feinerer 
Isomerieverhialtnisse Substitutionsreaktionen nicht brauchbar 
sind. Nur physikelische Methoden kénnen hier helfen. So kann 
man daran denken, jene oben erwahnte ‘Triacetylglucose 
(Formel IV) zur Entscheidung mit heranzuziehen. Sie hat nur 
noch zwei freie Hydroxyle, die in der Stellung 1 und 2, und 
ist offenbar ein Derivat der a-Glucose.') Kann sie einen 
Komplex mit Borsiure bilden, ist sie wirklich die Cisform. 

Die Besprechung der vorliegenden Arbeit kann nicht ab- 
geschlossen werden, ohne auf zwei Arbeiten hinzuweisen, die 
in engem Zusammenhang damit stehen. Es ist dies zunichst 
eine Arbeit von Bergmann und Schotte?) iiber die Oxy- 
dation des Glucals (Formel IJ, 8.1). Sie erhielten dabei, 
wenn sie nicht soviel Sauerstoff anwandten, daB die Doppel- 
bindung 1,2 ganz gesprengt wurde, sondern nur gerade ein 
Atom Sauerstoff in Form von Benzopersiiure, ein Oxyd, welches 
sie nicht in reiner Form isolieren konnten, das aber offenbar, 
soweit die beiden ersten Kohlenstofte in Frage kommen, das 
Spiegelbild des von mir isolierten Anhydrids darstellte. Seine 
Existenz lieB sich sehr wahrscheinlich machen durch die An- 
lagerung von Wasser, wobei Mannose, und die von Methyl- 
alkohol in der Kalte, wobei «-Methylmannosid entstand. Die 
Reaktionen entsprechen vollkommen den oben geschilderten 
Additionsreaktionen des Glucose-1,2-Anhydrids, und diese an 
analysenreinem, krystallisiertem Material angestellten Versuche 
sind umgekehrt ein Beleg dafiir, da& das Oxydationsprodukt 
von Bergmann und Schotte in seiner Konstitution richtig 
gedeutet wurde. 

In jener Arbeit von Bergmann und Schotte ist dann 
gleichfalls auf die andere, im engen Zusammenhang stehende 
Arbeit hingewiesen worden, die jedoch einer Revision bediirfe. 


1) Man koénnte hier einwenden, da der Beweis fiir die a-Form hier 
gleichfalls durch eine Substitution, bei der Acetylierung niimlich, erbracht 
ist, jedoch wird hierbei keine Bindung aufgehoben, die direkt an einem 
asymmetrischen Kohlenstoff sitzt, sondern nur Bindung von Wasserstoff an 
Sauerstoff. 


?) Bergmann und Schotte, Chem, Ber. Bd. 54, S. 1564 (1921). 
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Es handelt sich um die Arbeit von Pictet und Castan’) 
iiber das Glucosan von Gilet. Jenes‘alte Anhydrid der Glucose, 
und zwar der «-Glucose, gelang es dem Experimentiergeschick 
der beiden Schweizer Autoren in krystallisierter, analysenreiner 
Form zu erhalten. Da die Substanz, im Gegensatz zum gleich- 
falls neu studierten Lavoglucosan, noch eine erhebliche Ad- 
ditionsfihigkeit fiir Wasser und Alkohole zeigte, wurde ihr von 
Pictet die Formel eines 1,2-Anhydrids zugeteilt. Wollte man 
Wasser anlagern, so muSte damit gekocht werden, in der 
Kalte erfolgte keine Addition, Alkohol war auch in der Kilte 
wirkungslos, es wurde sogar daraus umkrystallisiert, ja selbst 
kurzes Aufkochen mit Athylalkohol wurde gelegentlich?) zur 
Reinigung vorgeschrieben. Behandelte man allerdings mit salz- 
siurehaltigem Methylalkohol, so erfolgte prompte Addition unter 
Bildung von reinem «-Glucosid. Zunichst wurde aus diesen 
Beobachtungen geschlossen, daB somit in Glucosan ein nicht 
iibermiBig bestindiger Ring gebildet sei. DaB es gerade der 
1,2-Ring sei, dafiir wurde aber noch ein Beweis durch Sub- 
stitutionsreaktionen versucht, der in wortgetreuer Ubersetzung, 
ohne Auslassungen, zitiert sei. 

» Wir lésten“, schreiben jene Autoren, ,,einerseits ein Molekiil Glu- 
cosan in abs. Methylalkohol, andererseits ein Atom Natrium im gleichen 
Lésungsmittel und mischten die beiden Lésungen. Es bildet sich ein 
voluminéser, weiBer Niederschlag, der nichts anderes sein kann als die 
Natriumverbindung einer Monomethylglucose. Nach raschem Absaugen 
lésten wir den Niederschlag in sehr verdiinnter Schwefelsiure, neutrali- 
sierten den Uberschu8 an Schwefelsiiure durch Zugabe von Soda und 
verdampften zur Trockne auf dem Wasserbad. Indem wir den Riick- 
stand mit Methylalkohol aufnahmen und von neuem im Vakuum ver- 
dampften, erhielten wir einen nicht gefiirbten Sirup, der bisher nicht 
krystallisierte, aber nichts anderes sein diirfte als eine Methylglucose. 


Nun reduziert der Korper sehr leicht Fehlingsche Lésung, gibt 
aber unter den tiblichen Bedingungen kein Osazon.“ 


Aus diesen Befunden, die mit einem nicht analysierten 


Sirup angestellt wurden, fiir dessen Hinheitlichkeit kein Beweis 
erbracht ist, wird nun geschlossen, daB die ,,Monomethylglucose“ 


1) Pictet u. Castan, Helv. chim. acta Bd. 3, 8. 645 (1920). 
*) Pietet u. Castan, C. R. Bd. 171, S. 243 (1920). 
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das Methoxyl in der 2-Stellung trage und somit im Glucosan 
der Ring in der 1,2-Stellung angreife. DaB diese Formel un- 
richtig sein miisse, haben schon Bergmann und Schotte 
(l. c.) vermutet, jedoch noch nicht in voller Schirfe aus- 
gesprochen, weil sie nur mit dem Mannose-1,2-Anhydrid ge- 
arbeitet hatten, das sich als weit reaktionsfihiger erwies als 
das Glucosan. Immerhin konnten ja noch zwischen Mannose- 
und Glucosederivaten Unterschiede in der Reaktionsfihigkeit 
bestehen, wenn auch so krasse Unterschiede nicht eben wahr- 
scheinlich waren. Durch die jetzt gelungene Isolierung des 
wirklichen Glucose-1,2-Anhydrids ist die Frage entschieden, 
das Glucosan mu seinen Anhydridring an anderer Stelle 
tragen. Die Betonung dieses Punktes ist wichtig, weil Pictet), 
vom Glucosan ausgehend, eine Reihe héchst interessanter Poly- 
saccharide erhalten hat, deren Konstitutionsformeln aber, weil 
auf der falschen des Glucosans aufgebaut, gleichfalls der Re- 
vision bediirfen. 

Der Beweis, daB das Glucosan nicht die von Pictet an- 
genommene Formel haben kann, basiert auf den Angaben, wie 
sie in der zitierten Arbeit der Schweizer Autoren stehen. Zur 
Abrundung sollte aber noch versucht werden, das Glucosan 
nach Pictets Vorschrift herzustellen und mit dem 1,2-Anhydrid 
direkt zu vergleichen. Diese Absicht wurde dadurch unmdglich, 
daB es trotz vieler Variationen der Versuchsbedingungen nie 
gelingen wollte, eine Substanz mit den beschriebenen Kigen- 
schaften zu erhalten. Gelegentlich des erwihnten Vortrags in 
Freiburg kam in der Diskussion dann zur Sprache, daB eine 
ganze Reihe anderer Forscher bei ihren Versuchen, das Glu- 
cosan wiederzuerhalten, den gleichen Miferfolg erlitten haben. 
Da andererseits bei der genauen Beschreibung des Ké6rpers 
durch Pictet nicht zu zweifeln ist, daB der Koérper einmal 
hat erhalten werden kénnen, spielt offenbar ein noch unbe- 
achteter Faktor bei der Darstellung eine Rolle. Bei der 
starken Polymerisationsfihigkeit') des Glucosans wire wohl 


1) A. Pictet u. I. Pictet, Helv. chim. acta Bd. 4, S. 788 (1921); 
Dieselben, C. R. Bd. 173, S. 158 (1921). 
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zunichst an die Gegenwart irgend eines die Polymerisation 
beeinflussenden Katalysators zu denken. 


Versuchsteil. 


3,5,6-Triacetat des Glucose-1,2-Anhydrids 
(Formel IV, S. 4). 


Um den Kérper krystallisiert zu erhalten, ist es nicht 
notwendig, von umkrystallisierter Triacetochlorglucose(Formel IIT) 
auszugehen. Dies ist insofern angenehm, als man, wegen der 
Existenz von e@- und f-Formen, beim Umkrystallisieren groBe 
Verluste hat. Es geniigt, das Material zu verwenden, wie man 
es aus dem Korper I, der 1-Chlor-2-Trichloracetyl-3,5,6-Tri- 
acetylglucose, bei der EKinwirkung von itherischem Ammoniak 
als ausfallenden Bodenkérper erhalt. Man kann sich genau 
an die seinerzeit (1. c., 8. 39) gegebene Vorschrift halten, 
nur kann man die dort angegebene Menge von idtherischem 
Ammoniak ohne Nachteil vermindern auf 13 ccm fiir jedes 
Gramm. Wichtig ist allerdings, daB das verwendete Material 
ganz frei von Trichloracetamid ist. Deshalb empfiehlt sich 
ein kurzes Auskochen mit 100 ccm Ather fir je 10g. So ist 
man auBerdem sicher, daB kein Ausgangsmaterial mehr darin 
steckt. Trichloracetamid ist deshalb sehr listig, weil es als 
ziemlich schwer ldslich in den fiir das Anhydrid in Frage 
kommenden Krystallisationsmitteln letzterem dauernd bei- 
gemengt bleibt. 

Von dieser so vorbereiteten Triacetochlorglucose tragt man, 
nachdem man sie ganz fein gepulvert hat, 10 g in 50 ccm trockenes 
Benzol ein und leitet 2—3 Stunden einen Strom von getrock- 
netem Ammoniak ein. Der Strom soll so lebhaft sein, daB er 
die ungelést in der Flissigkeit schwebende Triacetochlorglucose 
dauernd etwas aufwirbelt. Nach dem Abstellen des Ammoniak- 
stroms li8t man noch 2 Stunden gut verschlossen unter ge- 
legentlichem Umschiitteln stehen. 


Ist die Reaktion normal verlaufen, so ist jetzt der urspriingliche 
Bodenkérper fast véllig verschwunden und hat einem solchen von Chlor- 
ammonium Platz gemacht. Eine Kontrolle ist die glatte Léslichkeit in 
wenig Wasser, ferner, neben der Stiirke der Ammoniakreaktion das Ge- 
Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 17 
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wicht des Niederschlags. 10 g Ausgangsmaterial kénnen theoretisch etwa 
1,7 g Chlorammonium liefern. Wiegt der Niederschlag wesentlich mehr 
als 2¢, so ist es zweckmiBig, ihn frisch gepulvert nochmals mit Am- 
moniak in Benzol zu behandeln. Fiir gewéhnlich ist dies nicht er- 
forderlich. 

Man saugt nun ab, wascht mit etwas Benzol nach und 
entfernt aus dem Filtrat das Ammoniak, indem man in einer 
Schale 1 Stunde im Vakuum neben Schwefelsiure stehen libt. 
Ehe man nun den gewiinschten Kérper durch starkes Einengen 
gewinnen kann, mu8 man erst einen schwerer léslichen, noch 
Chlor enthaltenden Kérper entfernen. Dazu versetzt man die 
Lésung, die nach dem Herausnehmen aus dem Exsiccator noch 
etwa 50 ccm haben mége, mit 75 ccm Petrolaither, wobei neben 
chlorhaltigen Krystallen ein Ol zu fallen beginnt, in dem schon 
von dem gesuchten Anhydrid enthalten ist. Auf diese Menge 
verzichtet man jedoch besser, da ihre Reinigung zu schwierig 
ist. Das Filtrat engt man stark im Vakuum, am besten mit 
der Vollmerpumpe ein. Beim Versetzen mit 50 ccm Petrol- 
ither fallt ein Ol, das mehr oder weniger rasch erstarrt. Ist 
man erst im Besitz von Impfkrystallen, pflegt beim Reiben 
alles innerhalb einer halben Stunde fest zu sein. Die Ge- 
winnung der Impfkrystalle erfordert gréBere Geduld. Man 
erhilt etwas mehr als 6 g von dem KoOrper. 

Zur Reinigung wird in wenig Benzol gelést und mit Petrol- 
ther wieder ausgefillt. Statt des Benzols wurde teilweise 
auch Essigester gewahlt. Die K6érper enthalten jedoch so leicht 
noch eine Spur, nur noch mit der Beilsteinschen Probe 
nachweisbar, an Chlor. Die Analysensubstanzen wurden des- 
halb nochmals aus wenig Benzol krystallisiert, wobei allerdings 
nur der dritte Teil der Substanz wiedergewonnen wurde. 


0,1007 g Substanz gaben 0,1851 g CO, und 0,0487 g H,O. 


0,0984g —,, » 0,1789g CO, ,, 0,0490 g H,O. 
C,.H,,05 Ber. 49,98°/, C 5,60°/, H 
Gef. 50,12 5,38 
49,58 5,57 


0,1652 g Substanz gelést in 9,287 g Benzol, Gefrierpunktserniedrigung 
0,320°. 


Mol.-Gew. Ber. 288 Get. 283 
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0,1445 g Substanz gelést zu 5 ccm in Benzol, ergibt im 2 dm-Rohr 
eine Drehung «}$ = + 6,17; 0,1883 g ebenso + 8,002. 


[«|}> =+ 106,8 und 106,2, Mittelwert + 106,5. 


Die Hohe der spez. Drehung mit 106,5° nach rechts 
wurde schon im theoretischen Teil als Beweis herangezogen, 
daB der Kérper wohl der a-Reihe angehort. 


Die Substanz besteht aus weiBen, schiefwinkligen Tafeln, 
die beim langsamen Verdunsten einer Benzollésung in grofen, 
gezackten Drusen herauskommen kénnen. Sie schmelzen bei 
59,5°, nachdem bei 57,5° die ersten Spuren eines Sinterns zu 
konstatieren sind. Sie lést sich im allgemeinen gut in organischen 
Lésungsmitteln, mit Ausnahme von Petrolither und Schwefel- 
kohlenstoff. Wasser lést anscheinend nur in dem MaBe, wie 
es chemisch verindert, ziemlich langsam. Da auch Alkohole 
bald angelagert werden, ist schon erwihnt. Fehlingsche 
Lésung wird beim Erwarmen stark reduziert. Permanganat 
in Wasser oder Aceton wird kalt nur nach mehrstiindigem 
Stehen etwas entfirbt. 


Das obige Analysenmaterial wurde, durch die Liebens- 
wiirdigkeit von Prof. Karrer, auf seinen Verbrennungswert 
gepriift. Er berechnet sich fiir 1 g zu 4595 cal. 


Wie erwihnt, ist die Additionsfihigkeit des Glucosean- 
hydrids eine recht groBe. Aus der Fille der denkbaren und 
teilweise auch schon versuchten Reaktionen sind hier nur drei 
der einfachsten herausgegriffen, Addition von Essigsiureanhydrid, 


Wasser und Methylalkohol. 


Die Anlagerung von Essigsiureanhydrid erfolgt relativ am 
schwersten, in der Kalte kann die Substanz lingere Zeit un- 
veriindert damit stehen. Wenigstens entstehen keine in Wasser 
schwer léslichen Umwandlungsprodukte. Erhitzt man dagegen 
mit dem 5 fachen Gewicht an Essigsiureanhydrid, kocht einige 
Minuten und gieBt dann in Eiswasser, so haben sich wasser- 
unlésliche Umwandlungsprodukte gebildet. DaB keine ganz 
einheitliche Reaktion erfolgt ist, geht schon daraus hervor, daB 
langes Stehen in der Kilte erforderlich ist, bis das zuerst 
ausfallende Ol fest wird. Auch der recht unscharfe Schmelz- 


17* 
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punkt von 90—99° spricht fiir ein Gemisch. Durch Umkry- 
stallisieren aus Alkohol von 96°/, 1aBt sich daraus einheitliche 
«-Pentaacetylglucose vom scharfen Schmelzp. 113° gewinnen. 
Der in den Mutterlaugen steckende Kérper war bisher noch 
nicht einwandfrei rein zu erhalten. 

Die Anlagerung von Wasser erfolgt leicht. Man braucht 
nur reines Anhydrid mit der 5fachen Menge Wasser bei Zim- 
mertemperatur stehen zu lassen. Nach einigen Stunden, wenn 
alles gelést ist, stellt man ins Vakuum iiber Schwefelsiiture und 
1uBt wieder eindunsten. Es bleibt ein zunichst dickfliissiger, 
ziher Sirup, der nicht mehr das Ausgangsmaterial darstellt, 
da er in kaltem Benzol kaum noch lislich ist. Man kann 
auch, wenn man gréBere Wassermengen nimmt, etwa das 50 fache, 
raschere Lésung erzielen, schon in einer Stunde, und dann 
messend die Anderung der Drehung verfolgen. Diese wird etwa 
um die Hialfte stiirker, vom Augenblick der Lésung an ge- 
rechnet, im Verlauf weniger Stunden. Es spricht dies wohl 
dafiir, daB auch hier, ihnlich wie bei der Methylalkoholanlage- 
rung sich erst 6-Form bildet, die sich dann teilweise in ¢-Form 
umlagert. Durch das Vorliegen einer Mischung erklirt sich 
dann auch das ganz langsame Erstarren obigen Sirups, wenn 
man ihn, ohne weiter zu trocknen, tagelang stehen liBt. 

Ist die Masse bréckelig geworden, so erwirmt man mit 
viel Ather, dem 50fachen, bis alles gelést. Man engt dann ein, 
von 20 ccm ab durch langsames Verdunsten an der Luft in 
einem nicht verschlossenen, aber ziemlich enghalsigen Erlmeyer- 
kolben. Es setzen sich dann Biischel feiner Nadeln ab, die 
man zur Reinigung mit ziemlich viel Ather in der Kite ver- 
reibt und absaugt. Aus den vereinigten Mutterlaugen lassen 
sich noch weitere Krystallmengen gewinnen. 

Der Kérper ist die a@-Form der 3,5,6-Triacetylglucose 
(Formel V, S. 6). 


0,1041 g Substanz gaben 0,1805 g CO, und 0,0531 g H,0. 


0,0824¢ —s, ,  0,1428¢ CO, ,, 0,0435 g H,O. 
C,.H,;0, Ber. 47,05°/, C 5,92°/, H 
Gef. 47,29 5,71 


47,27 5,91 
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0,1110 g Substanz, gelést in Essigester zu 5 ecm, ergibt a} = + 6,20° 
im 2dm-Rohr. [«]}~ = + 139,6°. 


Die Drehung geht im Essigester, wenn auch nur inner- 
halb vieler Tage, um 10°/, zuriick. 

Die Substanz, feine Nadeln vom Schmelzp. 113—115°, 
lést sich infolge der zwei freien Hydroxylgruppen ziemlich gut 
in Wasser und mit Wasser mischbaren organischen Fliissig- 
keiten, schlecht, wenigstens in der Kiilte, in Benzol oder Ather. 

Acetyliert man, indem man unter Kihlung mit Eis mit 
einem Gemisch von 2 Vol. Essigsiureanhydrid + 3 Vol. Pyridin 
versetzt und nach 24 Stunden in Wasser gieBt, erhalt man 
rasch krystallisierende, fast reine «-Pentaacetylglucose. 

Zur Anlagerung von Methylalkohol schlieBlich braucht man 
das Acetat des Glucoseanhydrids nur mit wasserfreiem Methyl- 
alkohol zu iibergieBen und die rasch entstehende Lésung einige 
Stunden bei Zimmertemperatur stehen zu lassen. Nach wenigen 
Stunden ist die Reduktion von Fehlingscher Lésung kaum 
noch nachweisbar. Zur gréBeren Sicherheit 1iBt man iiber 
Nacht stehen, ehe man weiterverarbeitet. 

Will man den Nachweis fiihren, daB ausschlieBlich die 
8-Form des Methylglucosids sich gebildet hat, so kann man, 
ohne vorhergehende Isolierung des jetzt vorhandenen Triacetats, 
in die methylalkoholische Lésung direkt Ammoniak bis zur 
Sittigung einleiten. Durch Stehen abermals iiber Nacht ver- 
volistindigt man die Abspaltung der Acetyle, dann wird im 
Vakuum eingedampft und der Riickstand, zur Entfernung von 
Acetamin, wiederholt mit Ather, zuletzt etwas Essigester durch- 
geriihrt. Der dickliche Riickstand wird in Alkohol gelést und 
an der Luft verdunsten gelassen. Es erstarrt der Riickstand 
rasch zu Krystallen, Nadeln, die zur Analyse absichtlich nicht 
umkrystallisiert wurden, um einen Anhalt fiir ihre EKinheitlich- 
keit zu haben, sondern nur oberflichlich mit etwas Hisessig- 
ester abgespiilt und lufttrocken analysiert. 

Die Substanz war fast reine §-Form des Methylglucosids. 
Der Schmelzpunkt lag bei 108° (statt 110°, dagegen «-Methyl- 
glucosid 166°), die Drehung war — 30° (statt — 32°), und 
auch die Zusammensetzung ergab das Vorliegen der #-Form, 
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die mit einem halben Molekiil Krystallwasser krystallisiert }), 
wihrend a@-Methylglucosid ohne solches herauskommt. Macht 
man selbst die sicher nicht zutreffende Annahme, die Differenz 
in der spez. Drehung sei nur durch die Gegenwart von etwas 
a-Form bedingt, so ergibt sich als Hichstgehalt fir «-Glucosid 
ein solcher von 1°/,. Die Anlagerung ist praktisch ausschlie- 
lich in einer Richtung erfolgt. 

0,1141 g Substanz gaben 0,1720 g CO, und 0,0750 g H,O. 

C,H,,0, ¢ 4/,H,0 Ber. 41,38°/, C 7,399), H 

Gef. 41,11 7,36 

0,1069 g Substanz, gelést mit Wasser zu 5 cem im 2 dm-Rohr. 
ai$ =— 1,28 [a3 =— 30° 

Will man das urspriingliche Anlagerungsprodukt fassen, 
das 3,5,6-Triacetat des #-Methylglucosids (Formel VI, 8. 7), 
so braucht man nur die methylalkoholische Lésung des An- 
hydrids nach Stehen iiber Nacht verdunsten zu lassen, worauf 
der Riickstand ohne weiteres krystallinisch erstarrt. Zur Rei- 
nigung wird aus Ather umkrystallisiert. Man erhilt die Sub- 
stanz so in deutlichen Krystallen, gedrungene Nadeln vom 
Schmelzp. 96—98°. Entsprechend der Gegenwart der einen 
freien Hydroxylgruppe ist der Kérper etwas léslich in Wasser, 
gut in organischen Lésungsmitteln, die mit Wasser mischbar 
sind, nicht ganz so gut in Ather, gut in Essigester. Er ist 
nach der Analyse wirklich das Triacetat des ?-Methylglucosids. 

0,0938 g Substanz gaben 0,1678 g CO, und 0,0548 g H,0. 

C,3H4,0, Ber. 48,72°/, C 6,30°/, H 

Gef. 48,79 6,54 

0,1010 g Substanz, gelést in Essigester zu 5 ccm im 2 dm-Rohr. 
al =+ 0,38°. [a|\y =-+ 9,4° 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. Sie wurde durch- 
gefiihrt mit Mitteln, die von der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaften zur Verfiigung gestellt waren. 





1) Kénigs u. Knorr, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 965 (1901). 
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Uber die Nichtexistenz der Crassulaceenapfelsaure. 


Von 


Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag. 


(Aus dem chem, Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1922.) 


In den Lehr- und Handbiichern der organischen Chemie 
findet sich bei der Beschreibung der Apfelsiiture immer ein 
Hinweis darauf, daB neben den drei aus der Theorie ableit- 
baren Apfelsiuren in den Crassulaceen eine dritte optisch- 
aktive Form vorhanden ist, die eben wegen ihres Vorkommens 
Crassulaceenipfelsiure genannt wird. Ihre Existenz laBt sich 
aus der stereochemischen Theorie nicht ableiten, und Alfred 
Werner, der Meister der Stereochemie, widmet ihr deshalb 
in seinem Lehrbuch der Stereochemie auf Seite 114 einen be- 
sonderen Abschnitt mit der Uberschrift: Uber einen Isomerie- 
fall, der sich den Folgerungen aus der Hypothese vom asym- 
metrischen Kohlenstoffatom nicht unterordnet. 

Werner schreibt: 

» Welch zahlreiches Material durch die Hypothese vom 
asymmetrischen Kohlenstoffatom zusammengefaBt werden kann, 
ist im vorhergehenden zur Geniige nachgewiesen worden; es 
darf aber nicht verschwiegen werden, daB auch eine Beobachtung 





*) Die vorhergehende Verdéffentlichung ist noch nicht erschienen; 
sie muB nachgetragen werden. 
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vorliegt, welche mit den Folgerungen dieser Hypothese im 
Widerspruch steht; sie betrifft die Existenz einer dritten aktiven 
Apfelsiiure, deren Beziehungen zu den beiden anderen Apfel- 
siiuren nicht vollstindig klargelegt sind.“ 

»Diese dritte Apfelsiure, Crassulaceeniipfelsiure genannt, 
ist zuletzt von J. H. Aberson untersucht worden, nachdem 
KE. Schmidt und Adolf Mayer ihre Verschiedenheit von der 
gewohnlichen Apfelsiiure erkannt hatten.“ 

,J- H. Aberson hat sicher festgestellt, daB eine neue 
Apfelsiiure vorliegt, die im Verhalten folgende Unterschiede 
von der gewéhnlichen Apfelsiiure zeigt: 

(folgt die Tabelle von Aberson.) 

»Auch die simtlichen anderen Eigenschaften der Crassula- 
ceenipfelsiure, die von J. H. Aberson zusammengestellt 
wurden, lassen an der Existenz dieser dritten aktiven Apfel- 
siure keinen Zweifel bestehen. Wenn man die Higenschaften 
der Isomeren zusammenfaBt, so erkennt man, daB diejenigen 
der gewohnlichen Apfelsiure den Charakter einer 8-Oxycarbon- 
siure haben, diejenigen der Crassulaceenipfelsiure den Cha- 
rakter einer «-Oxycarbonsiure in auffallender Weise in den 
Vordergrund treten lassen.“ 

J. H. Aberson sucht die Isomerie auf stabile Konfigu- 
rationen, die infolge beschriinkter Drehbarkeit der beiden 
mittleren Kohlenstoffatome des Apfelsiiuremolekiils entstehen 
zuriickzufiihren und verdeutlicht sie deshalb durch folgende 
Formelbilder“: 

(folgen die Formeln.) 

Soweit Alfred Werner. 

Wenn es nun wirklich eine Crassulaceenipfelsiure gibt, 
so mu folgerichtig die Annahme der freien Drehbarkeit der 
einfach gebundenen Kohlenstoffatome fallen gelassen und die 
Stereochemie, welche sich bisher als absolut sicherer Fiihrer 
erwiesen hat, auf andere Grundlagen gestellt werden. Wegen 
der Wichtigkeit des Gegenstandes schien es uns auBerordentlich 
wiinschenswert zu sein, die Frage nach der Existenz der 
Crassulaceenipfelsiure wieder einmal aufzunehmen, um sie in 
dem einen oder anderen Sinne zu entscheiden. Wiinschenswert 
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erschien uns die Wiederaufnahme der Untersuchungen auch 
deshalb, weil die Crassulaceen, falls in ihnen eine besondere 
Apfelsiure vorkommt, eine biochemisch ganz eigentiimliche 
Stellung im Pflanzenreich einnehmen miissen, was jedenfalls 
von besonderem Interesse wire. 

Bevor wir auf unsere eigenen Versuche eingehen, diirfte 
es angebracht sein, in den bisher tiber diesen Gegenstand 
erschienenen Arbeiten nachzusehen, auf welchen Grundlagen 
denn eigentlich die Annahme von der Existenz einer besonderen 
Apfelsiure in den Crassulaceen beruht. 

Adolf Mayer'), der Entdecker der Crassulaceenipfel- 
siure, benutzte als Ausgangsmaterial Bryophyllum calycinum, 
Crassula arborescens und Sedum arboreum. Zur Gewinnung 
des Kalksalzes der Crassulaceenipfelsiure aus verdunkelten 
Bryophyllumpflanzen verfuhr der Forscher in folgender Weise: 
Der wibrige Extrakt wurde eingeengt und mit Alkohol ge- 
fallt, wobei eine sehr voluminése Abscheidung eines organischen 
Kalksalzes entstand. Die iiber der Fiallung befindliche sauer 
reagierende alkoholische Liésung gab auf Zusatz von Kalk- 
wasser eine weitere Abscheidung. Die so gewonnenen Kalk- 
salze waren nie ohne Riickstand in Wasser léslich. Sie wurden 
durch mehrmaliges Lésen in Wasser und Wiederausfillen mit 
Alkohol gereinigt. 

Das mit Alkohol direkt gefaillte Kalksalz enthielt nach 
dem Trocknen bei 100° 33,5°/, CaO, nach der Reinigung 
31,2°/,.. Das aus der alkoholischen Lisung durch Kalkwasser 
gefillte Kalksalz enthielt ohne weitere Reinigung 31,0°/, CaO. 

In gleicher Weise wie aus den Dunkelpflanzen von Bryo- 
phyllum wurden auch aus besonnten Pflanzen die beiden Kalk- 
salze gewonnen; das direkt gefillte enthielt nach den Rei- 
nigungen 30,4°/, CaQ; das mit Kalkwasser gewonnene ohne 
Reinigung 31,3 °/,. 

Adolf Mayer halt die Kalksalze fiir ipfelsauren Kalk 
und begriindet das folgendermafen: 

,,Was nun die Natur der betreffenden Saiure angeht, so 





’) Landw. Versuchsstation Bd. 21, S. 298 (1878). 
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weisen, wie gesagt, die meisten qualitativen Reaktionen auf 
Apfelsiure hin. Wenigstens ist es leicht, durch dieselben das 
Nichtvorhandensein aller anderen bekannteren Pflanzensduren, 
vor allem der nahe verwandten Citronensdiure, zu demonstrieren. 
Deutlich spricht auch hier die Kalkbestimmung; denn die 
mittlere Zahl fiir das bloBe durch wiederholte Fillung ge- 
reinigte Salz ist 31,0°/, CaO, wogegen die Formel des ipfel- 
sauren Kalks 32,4°/, verlangt. Dies ist aber nur die Theorie. 
Sehen wir uns nach wirklich ausgefithrten Analysen von még- 
lichst gereinigtem apfelsaurem Kalk um, so treffen wir auf die 
Bestimmung von Richardson und Dessaignes, welche beide 
fast genau 31,0°/, CaO fanden. Neutraler citronensaurer Kalk 
wiirde dagegen 33,7°/, CaO verlangen, entfernt sich also noch 
weiter von der gefundenen Zusammensetzung.“ Verfasser weist 
dann weiter nach, daB sich aus wiBriger Lésung durch Alkohol 
gefallter citronensaurer Kalk anders verhilt, als die Fallung 
aus Bryophyllum. 

Von dem gereinigten Kalksalz aus Bryophyllumdunkel- 
pflanzen und von dem daraus gewonnenen Silbersalz wurden 
Elementaranalysen gemacht, die folgende Werte ergaben: 


Ber, f. C,H,O,Ca Gef. 
32,56°/, CaO 81,139/, CaO 
2,32 H 2,82 H 
Ber. f. C,H,O;Ag, Gef. 
62,079/, Ag 62,44 62,50°/, Ag 
13,81 C 13,49 C 
1,15 H 1,34 1,19 H 


Es wurde auch noch das Bleisalz durch Fallen der waf- 
rigen Liésung des Kalksalzes mit Bleiacetat hergestellt. ,,Das 
Bleisalz erwies sich in Ammoniak als unléslich, waihrend 
citronensaures Blei (wie ich mich tiberzeugt habe) frisch gefallt 
in Ammoniak léslich ist.‘ Es enthielt 59,5°/, Pb, waihrend 
sich fiir neutrales apfelsaures Blei 61,2°/, berechnen. ,,Das 
Nichtiibereinstimmen des Bleigehaltes deutet aber nach den 
Erfahrungen mit dem Silbersalze jedenfalls nur auf bei dieser 
Darstellung schwieriger zu beseitigende Unreinigkeiten hin und 
bestatigt die Auffassung der betreffenden Siure im wesent- 
lichen als Apfelsiure.“ 
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Adolf Mayer halt nun die Saiure aus Bryophyllum fiir 
verschieden von der gewodhnlichen Apfelsiure und schreibt 
dariiber folgendes: 

,Trotzdem, da® ich hierdurch zunichst fiir Bryophyllum 
die Formel der Apfelsiure fiir die fragliche Sdéure als erwiesen 
erachte, haben wir es nicht, wie man nach alteren Angaben 
iiber die Siure der Crassulaceen glauben sollte, mit der gewéhn- 
lichen Apfelsiure zu tun, sondern mit einer Isomeren der- 
selben. Es konnten namlich folgende Verschiedenheiten in 
den Higenschaften der beiden fraglichen Substanzen nach- 
gewiesen werden: 

Gewohnliche Apfelsidure. Bry ophyllumipfels4ure. 


Das neutrale Kalksalz. 
Scheidet sich in der Siedehitze Gibt nur amorphe Abscheidungen, 
krystallinisch ab. die sich beim Abkiihlen rasch 
lésen. 


Das saure Kalksalz. 
Krystallisiert leicht. Kein einziges Mal aus Bryophyl- 
lum krystallinisch erhalten. 
Freie Siure. 

Ist in reinem Zustande krystal- Krystallisiert unter gleichen Um- 
linisch zu erhalten. Polarisiert stiinden nicht. Polarisiert deut- 
nach links. lich nach rechts. 

ies sind Unterschiede, welche sich nicht, wie ich zuerst 
bei dem Ausbleiben der Krystallisationen vermutete, lediglich 
durch eine ungeniigende Reinigung erkliren lassen. Die ge- 
wohnliche Apfelsiiure wird vielmehr gerade durch die Krystal- 
lisationsfahigkeit ihrer Salze gereinigt. Hntscheidend ist auch 
die Polarisation nach verschiedenen Richtungen.“ 

Bei kritischer Durchsicht der Angaben von Adolf Mayer 
kommt man zu der Uberzeugung, daB seine aus Bryophyllum 
calycinum gewonnenen Niederschlige keineswegs reiner ipfel- 
saurer Kalk waren und daB die aus dem Niederschlag erhal- 
tenen anderen Kérper, was Einheitlichkeit anbetrifft, sehr zu 
wiinschen iibrig lieBen. 

Die Analysen der gereinigten Kalksalze weichen sowohl 
untereinander als auch von dem fiir apfelsauren Kalk berech- 
neten Wert derartig ab, daB unméglich ein reiner apfelsaurer 
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Kalk vorgelegen haben kann. Gefunden wurden 31,2—31,0—30,4 
31,3—31,13 °/, CaO, wahrend sich fiir wasserfreien apfelsauren 
Kalk 32,58°/, berechnen; die Abweichungen schwanken also 
zwischen 2,18—1,28°/,. Ebenso ist es mit dem Bleisalz; es 
wurden 59,5°/, Pb gefunden, withrend sich 61,2 °/, berechnen. 
Die Analysenwerte des Silbersalzes stimmen zwar einigermafen 
mit den berechneten iiberein, jedoch tiberschreitet der Kohlen- 
stoffwert die iibliche Fehlergrenze. Adolf Mayer sagt, daf 
die meisten qualitativen Reaktionen auf Apfelsiiure hinwiesen. 
Da die Reaktionen aber nicht ausgefiithrt sind, kann die Zu- 
lassigkeit der Behauptung nicht beurteilt werden. Die ge- 
samten analytischen Daten sprechen dafiir, daB das fragliche 
Kalksalz wohl im wesentlichen aus aipfelsaurem Kalk bestanden 
haben mag; doch ist es nicht ausgeschlossen, daf die Nieder- 
schlige auch nach mehrmaligem Umfallen immer noch erheb- 
liche Mengen Kalksalze anderer organischer oder anorganischer 
Saiuren enthaiten haben. Da auch keine Aschenanalysen an- 
gegeben sind, ist die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, 
daB der Alkohol auBer Kalksalzen auch Salze anderer Basen 
niedergeschlagen hat. 

Die von Adolf Mayer aufgefiihrten Unterschiede zwischen 
gewohnlicher Apfelsiure und ihren Kalksalzen und den ent- 
sprechenden aus Bryophyllum erhaltenen Kérpern lassen sich 
sich sehr wohl auf Verunreinigungen zuriickfiihren, denn iiber 
die Art, wie andere organische Siuren auf das Drehungs- 
vermégen und die Krystallisationsfihigkeit der Apfelsiure 
und ihrer Salze einwirken, ist nichts bekannt. Da Angaben 
iiber die Darstellung der freien Siure fehlen, liegt auch 
die Méglichkeit vor, daB sich die Siure durch unvorsichtige 
Behandlung weitgehend verindert hat (Anhydridbildung) und 
da8 dadurch ihre ohnehin recht geringe Krystallisationsfihig- 
keit erheblich gelitten hat. 

Wesentlich kiirzer behandelt Adolf Mayer das zweite 
seiner Untersuchungsobjekte, Crassula arborescens. Die Ana- 
lysen des durch Alkohol gefillten Kalksalzes fehlen. Das aus 
dem Kalksalz gewonnene Bleisalz enthielt 58,4°/, Pb, nach 
dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff und erneuter Fallung 
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mit Bleiacetatlésung 62,5°/,; denselben Bleigehalt wies auch 
ein aus gewohnlicher Apfelsiure erhaltenes Bleisalz auf. Fiir 
neutrales ipfelsaures Blei berechnen sich 61,2°/, Pb. Das 
Bleisalz aus Crassula verhielt sich beim Vergliihen und beim 
Kochen mit Wasser anders als gewéhnliches Apfelsaures Blei. 
,Hs blaht sich beim Erhitzen wenig auf und verglimmt als- 
dann wie Zunder, einen gelben Riickstand hinterlassend, wih- 
rend das letztere sich beim Verbrennen mehr nach Art einer 
Pharaoschlange verhielt und ein mehr braun gefirbtes Oxyd 
hinterlieB.« — ,,Das Bleisalz aus Crassula wird nicht gelblich 
und harzartig und schlieBlich scheinbar krystallinisch beim 
Kochen mit Wasser, wie ich das fiir wirklich apfelsaures Blei 
feststellen konnte, sondern bleibt anscheinend unverindert.“ 

Im iibrigen zeigte die Saiure die gleichen Unterschiede 
von der gewohnlichen Apfelsiure wie die aus Bryophyllum 
erhaltene. Die Unterschiede werden auch hier durch Verun- 
reinigung zu erklaren sein. 

Aus Sedum arboreum konnte Adolf Mayer ein gut 
krystallisierendes saures Kalksalz erhalten, mit 13,5°/, CaO, 
wahrend das krystallwasserhaltige saure apfelsaure Calcium 
13,9°/, CaO enthalt. In diesem Falle ist wohl anzunehmen, 
daB in Sedum arboreum gewodhnliche Apfelsiure vorhanden 
ist; um aber seine Annahme von der Existenz einer beson- 
deren Apfelsiure in den Crassulaceen zu retten, schreibt 
Adolf Mayer: ,,Diese Untersuchungen sprechen also auch 
dafiir, daB die aus Crassula arborescens in grofen Mengen 
darzustellende Siure zum gréSten Teil aus einer Isomeren der 
Apfelsiiure besteht. DaB daneben auch unter Umstiinden in 
der einen oder anderen Crassulacee gewdhnliche Apfelsiure 
aufzutreten pflegt, ist von untergeordneter Bedeutung, da die 
hier vorliegende Pflanze nicht par excellence diejenige ist, aus 
welcher bei Abwesenheit von Kohlensiure sich gréBere Mengen 
von Sauerstoff entwickelt.“ 

Aus den Angaben Adolf Mayers gewinnt man 
keineswegs die Uberzeugung, daB er reine Apfelsaure 
und reine apfelsaure Salze in Hinden gehabt hat. 
Die Unterschiede zwischen gewéhnlicher Apfelsiure 
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und ihren Salzen einerseits und den aus Crassula- 
ceen gewonnenen Kérpern andererseits kénnen sehr 
wohl durch Verunreinigungen bedingt sein; sie be- 
rechtigen keineswegs dazu, in den Crassulaceen eine 
besondere Apfelsiure anzunehmen. 

Nach Adolf Mayer hat sich Ernst Schmidt?) mit der 
Crassulaceenipfelsiure befa8t. Er untersuchte Bryophyllum 
calycinum und zwar Dunkelpflanzen (1) und Lichtpflanzen (2) 
und auch Sempervivum tectorum (3). Durch Zusatz des 4—5- 
fachen Volumens Alkohol zu den Saften wurden Fillungen 
erhalten, die lufttrocken weiBgelbe, mehr oder weniger krystal- 
line Pulver waren. Der Calciumgehalt war bei Salz 1 15,7 °/,, 
bei 2 18,8°/, und bei 3 19,5 °/,. 

Ks wurde versucht, aus den Fiallungen durch Auflésen 
in verdiinnter warmer Salpetersiure das gut krystallisierende 
saure aipfelsaure Calcium zu gewinnen, um nachzuweisen, dab 
in den Fallungen Apfelsaurer Kalk vorlag. Dies gelang nur 
bei Kalksalz 1, welches eine reichliche Krystallisation gab. 
Das Salz lieB sich aus Wasser umkrystallisieren und lieferte 
durchsichtige, glainzende, anscheinend rhombische Prismen, 
deren Calciumgehalt gut auf saures Calciummalat stimmte. 
Salz 2 und 3 heferten keine Krystallisationen; beim Verdunsten 
trockneten die salpetersauren Lésungen zu zerreiblichen, wasser- 
léslichen, firnisartigen Massen ein. 

Es wurden nun die Kalksalze 2 und 3 in die sauren 
Ammoniumsalze umgewandelt, um auf diesem Wege krystal- 
lisierte Kérper zu erhalten. Sie wurden zunichst in die Blei- 
salze iiberfiihrt, aus diesen durch Zerlegen mit Schwefelwasser- 
stofi die freie Siure gewonnen und nun hialftig mit Ammoniak 
neutralisiert; die Lésungen der sauren Ammoniumsalze lieferten 
aber beim freiwilligen Verdunsten im Vakuum keine Spur 
von Krystallen, sondern trockneten zu zahen durchsichtigen 
Massen ein. 

Die sauren Ammoniumsalze wurden weiter in die Silber- 
salze umgewandelt; zu diesem Zweck wurde ihre wabBrige 


1) Arch. d. Pharm. Bd. 224, 8. 535 (1886). 
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Lésung mit Ammoniak genau neutralisiert, mit Silbernitrat 
teilweise gefallt und die ersten Anteile des Niederschlages ver- 
worfen, da sie geringe Mengen Chlorsilber enthielten. Die 
Hauptmenge wurde sorgfaltig gewaschen und an der Luft ge- 
trocknet. Das Salz enthielt nun noch geringe Mengen Kalk; 
um diese zu entfernen, wurde es in verdiinnter Salpetersiure 
gelést, die Lésung mit Ammoniak neutralisiert und der Nieder- 
schlag anhaltend ausgewaschen. 
Es war nun kalkfrei. 


Lufttrocken. 
Ber. fiir C,H,O,Ag, + 5H,O Gef. 
20,55°/, H,O 20,3°/, H,O 
Getrocknet. 
Ber. fiir C,H,C,Ag, Gef. 
13,79°/, C 14,81  14,69°/, C 
114 H 1,14 115 H 
62,07 Ag 62,10 61,85 Ag 


Ernst Schmidt bezeichnet es als besonders auffallend, 
daB das lufttrockene Salz einen so hohen Wassergehalt auf- 
weist; durch einen besonderen Versuch iiberzeugte er sich, daB 
gewohnliches apfelsaures Silber sich unter den gleichen Be- 
dingungen wasserfrei abscheidet. 

Aus dem Silbersalz wurde durch Zersetzen mit Schwefel- 
wasserstoff die freie Siure gewonnen. Beim Verdunsten ihrer 
Lésung iiber Schwefelsiure wurde ein farbloser, nicht un- 
angenehm sauer schmeckender Sirup erhalten, der auch bei 
langem Stehen nur geringe Mengen undeutlich ausgebildeter 
Krystalle ausschied. Beim Erhitzen auf 170—180° zersetzte 
sich die Saure unter Braunfirbung; Fumarsiure war unter den 
Zersetzungsprodukten nicht nachzuweisen. In wiBriger Lisung 
drehte die Saiure nach links. 

Das aus Sempervivum hergestellte Silbersalz wurde nicht 
niher untersucht, weil seine Menge zu gering war. 

Die von Ernst Schmidt beobachteten Unterschiede 
zwischen gewohnlicher Apfelsiure und der in Bryophyllum und 
Sempervivum vorhandenen sind die mangelnde Krystallisations- 
fihigkeit der sauren Calcium- und Ammoniumsalze, sowie der 
freien Siure und der hohe Wassergehalt des Silbersalzes. 
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Sind die Unterschiede nun zureichend, um in den Cras- 
sulaceen eine besondere Apfelsiiure anzunehmen? 

Die Kalkbestimmungen der bei 100° getrockneten Nieder- 
schlige zeigen, daB in ihnen keinesfalls reiner ipfelsaurer Kalk 
vorgelegen haben kann, Dieser enthalt 23,29°/, Ca, wihrend 
15,7—18,8—19,5°/, Ca gefunden wurden. Die Untersuchung 
der beim Vergliihen erhaltenen Asche wurde unterlassen, sie 
wurde einfach als CaO in Rechnung gezogen, obwohl sie noch 
alles mégliche andere enthalten haben kann. 

Aus dem Kalksalz 1, welches der Bryophyllumdunkelpflanze 
entstammte, konnte mit Leichtigkeit saures, apfelsaurer Kalk 
in krystallisierter Form erhalten werden, wihrend die Calcium- 
salze 2 und 3 aus der Bryophyllumlichtpflanze und aus Semper- 
vivum keine krystallisierten Salze lieferten. Dies kann daran 
liegen, daB in den beiden Kalksalzen Stoffe enthalten waren, 
welche die Krystallisation hinderten und die in der Dunkel- 
ptlanze fehlten. Das Nichtkrystallisieren kann auch an einer 
verschiedenen Behandlung der Kalksalze mit der Salpetersiure 
liegen, denn Angaben iiber Mengenverhiltnisse, Temperatur und 
Konzentration sind nicht aufgefiihrt. Jedenfalls ist das Aus- 
bleiben der Krystallisation des sauren Kalksalzes kein Grund, 
eine besondere Apfelsiiure in den Crassulaceen anzunehmen. 

Ebensowenig ist dies auch das fehlende Krystallisations- 
vermégen der sauren Ammoniumsalze. Zu ihrer Gewinnung 
wurden die Kalksalze in Bleisalze umgewandelt, diese mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Schwefelblei 
halftig neutralisiert. Diese Operationsfolge diirfte kaum ge- 
eignet sein, die in den Kalksalzen vorhandenen Begleitstoffe 
zu entfernen, da die meisten in den Pflanzen vorkommenden 
sauren Stoffe von Bleiacetat ausgefallt werden. Auch die 
Uberfiihrung der Ammoniumsalze in die Silbersalze kann keine 
wesentliche Reinigung herbeifiihren, denn auch die Silbersalze 
der meisten in den Pflanzen vorkommenden sauren Stoffe 
sind in Wasser unléslich. Die Elementaranalyse des Silber- 
salzes gab fiir Silber und Wasserstoff gute Werte; dagegen 
sind die fiir Kohlenstoff sehr schlecht. Apfelsaures Silber 
enthilt 13,79°/, C, wihrend 14,81 und 14,69°/, gefunden 
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wurden. Die erheblichen Differenzen beweisen, daB das 4pfel- 
saure Silber doch noch recht unrein war. Wie der hohe Wasser- 
gehalt des lufttrockenen Silbersalzes zu erkliren ist, dariiber 
kénnen wir nichts aussagen. Die Verunreinigungen des Silber- 
salzes gehen beim Zersetzen mit Schwefelwasserstoff mit in die 
Siiure tiber und diirften wohl ihr mangelndes Krystallisations- 
vermégen bedingen. Ernst Schmidt scheint iibrigens eine 
reinere Siure als Adolf Mayer in Hinden gehabt zu haben, 
denn er beobachtete immerhin Anfinge von Krystallbildung 
und Linksdrehung. 


Aus den Angaben von Ernst Schmidt gewinnt man 
keineswegs die Uberzeugung, daB er reine Apfelsiure 
und reine apfelsaure Salze in Hainden gehabt hat. 
Die Unterschiede zwischen gewéhnlicher Apfelsiure 
und ihren Salzen einerseits und den aus Crassulaceen 
sewonnenen Koérpern andererseits kénnen sehr wohl 
durch Verunreinigungen bedingt sein. Sie berech- 
tigen keineswegs dazu, in den Crassulaceen eine be- 
sondere Apfelsiure anzunehmen. 

Kurz hat sich auch E. Aubert!) mit der Apfelsiure der 
Crassulaceen befaSt; nach seinen Untersuchungen ist es die 
gewohnliche Apfelsiiure. Da er aber mit sehr kleinen Mengen 
arbeitete und sich lediglich auf qualitative Reaktionen stiitzt, 
diirfte seinen Befunden keine groBe Bedeutung zuzumessen sein. 

Am eingehendsten hat J. H. Aberson?) die Crassulaceen- 
ipfelsiure untersucht. Er benutzte als Ausgangsmaterial: 
1. Bryophyllum calycinum, 2. Echeveria secunda glauca, 3. Co- 
tyledon, 4. Sempervivum tectorum, 5. Sedum purpurescens, 
6. Sedum acre. Meist wurden 2 und 5 verwendet, weil sie 
verhaltnismiBig leicht zu beschaffen waren. 

Die Pflanzen wurden mit Wasser 3mal ausgekochi, die 
filtrierten Ausziige eingeengt, mit Bleiacetat gefallt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt und das Filtrat vom Bleisulfid zu einem dicken Sirup 


1) Rev. gen. de Botan. Bd. 2, 8. 369 (1890). 
2) Chem. Ber. Bd. 31, S. 1432 (1898). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 18 
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eingedampft. Der Sirup wurde nun mit Alkohol ausgekocht, 
die ungelést gebliebenen Pektinsubstanzen abfiltriert, die alko- 
holische Lésung wieder eingedampft, der Riickstand in Wasser 
gelést und Spuren Oxalsiure durch Zusatz von Kalkwasser 
gefallt. Das Filtrat vom Calciumoxalat wurde mit Kalkmilch 
neutralisiert und die Kalksalze mit Alkohol gefillt. Die wiBrige 
Lésung der Calciumsalze wurde mit Bleiacetat gefillt und das 
Bleisalz mit Schwefelwasserstoff zerlegt; die Bleifiillung wurde 
noétigenfalls wiederholt. Beim Eindampfen des Filtrats vom 
Bleisulfid wurde ein farbloser Sirup erhalten, der bei 110° 
getrocknet Analysenwerte lieferte (C- und H-Bestimmung), die 
gut auf Apfelsiiure minus 1 Wasser stimmten. 

Kin saures Calciumsalz konnte Aberson nur einmal er- 
halten; es waren regulire Oktaeder, deren Analyse sehr gut 
auf (C,H.O,),Ca-6H,O stimmten. Zufillig wurde auch einmal 
ein sehr schén krystallisierendes Bariumsalz von der Zusammen- 
setzung C,H,O,Ba gewonnen; das Bariumsalz der gewéhnlichen 
Apfelsiure krystallisiert mit 1 Molekiil Wasser. Das Silbersalz 
war im Gegensatz zu den Angaben von Ernst Schmidt wasser- 
frei; die Analysen stimmten gut. Das krystalline Bleisalz ga} 
gut auf C,H,O,Pb.3H,O stimmende Werte. Ein saures Am- 
monsalz konnte nicht erhalten werden. 

Die Unterschiede, welche Aberson zwischen gewoéhnlicher 
Apfelsiiure und Crassulaceenipfelsiiure fand, sind im wesent- 
lichen das Nichtkrystallisieren des sauren Calcium- und Am- 
monsalzes, die abweichende Krystallform des in einem Falle 
erhaltenen sauren Calciumsalzes und die Wasserfreiheit des 
Bariumsalzes. 

Aberson hat nun seine Apfelsiure auf eine etwas um- 
stindlichere Weise als Adolf Mayer und Ernst Schmidt ge- 
reinigt; daB aber auch durch mehrmaliges Fallen der Siure mit 
Bleiacetatlésung die sicher vorhandenen Begleitstoffe entfernt 
werden, erscheint uns auSerordentlich unwahrscheinlich. Es ist 
also wohl anzunehmen, daB die Verschiedenheiten zwischen den 
beiden Siuren durch Verunreinigungen hervorgerufen worden sind. 

Als wichtigste Stiitze seiner Behauptung, daB die Crassu- 
laceeniipfelsiiure ein Isomeres der gewdhnlichen Apfelsiiure ist, 
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fihrt Aberson das Drehungsvermégen der freien Saure an, 
welches er zu [a@]p° =+ 9,4 fand. Die von Ernst Schmidt 
fir Crassulaceeniipfelsiure gefundene Linksdrehung _fiihrt 
Aberson auf Wasserverlust beim Trocknen zuriick. Diese 
Ansicht ist jedoch nicht haltbar, da die von dem ersten Forscher 
erhaltene Siure bei ihrer Darstellung kein Wasser verloren 
haben kann. Nach einer Arbeit von Walden!) ist das Drehungs- 
vermdgen der Apfelsiure auferordentlich von dem Lisungs- 
mittel, von der Konzentration und von der Temperatur ab- 
hingig, so daB vergleichbare Werte nur dann erhalten werden, 
wenn die Messungen unter genau denselben Bedingungen vor- 
genommen werden. Da auferdem die Reinheit der Aberson- 
schen Priiparate nicht auBer Zweifel steht, kénnen Verunrei- 
nigungen die abweichende Drehung veranlaBt haben. Die 
Unterschiede in dem Drehungsvermégen besitzen so lange 
keine Beweiskraft, bis sie nicht an vollstindig reinem Material 
nachgewiesen werden. 

Aberson hat auch den Methylester der Crassulaceen- 
‘ipfelsiure darzustellen versucht. Er veresterte 30 g der bei 
110° getrockneten Siure und trennte die Ester durch frak- 
tionierte Destillation im Vakuum. Er erhielt verschiedene 
Fraktionen und spricht die bei 161°, 25 mm iibergehende als 
Dimethylester der Crassulaceeniipfelsiiure an, da sie gut auf 
Apfelsiiuredimethylester stimmende Werte lieferte. Nach 
Anschiitz?) siedet Apfelsiuredimethylester bei 122°, 10 mm; 
der von Aberson gefundene Siedepunkt ist also fiir einen 
Apfelsiiuredimethylester viel zu hoch. Der Ester war wahr- 
scheinlich der eines Apfelsiureanhydrids, was ja auch leicht 
verstiindlich ist, da Aberson seine Siure bei 110° trocknete; 
unter diesen Umstiinden tritt schon Anhydridbildung ein. 

Aberson fand auch noch Unterschiede zwischen gewéhn- 
licher Apfelsiure und Crassulaceeniipfelsiure in ihrem Verhalten 
bei der trockenen Destillation. Walden*) konnte jedoch nach- 
weisen, daB sich Apfelsiiure ebenso verhalt. Letzterer Forscher 





1) Chem. Ber. Bd. 32, S. 2849 (1899). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 254, 8. 165 (1889), 
3) Chem. Ber. Bd. 32, S. 2706 (1899). 
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fiihrt die Eigenschaft der Crassulaceenipfelsiure, nicht zu 
krystallisieren, auf die Gegenwart von Anhydriden der Apfel- 
siure zuriick, wie sie sehr leicht schon beim Erhitzen der 
Saure auf dem Wasserbade entstehen. 

Die ganzen Unterschiede, welche Aberson zwischen 
gewohnlicher und Crassulaceenipfelsiure fand, sind 
die mangelnde Krystallisationsfihigkeit der sauren 
Kalk- und Ammonsalze und dasabweichende Drehungs- 
vermégen der freien Siure, und diese lassen sich auf 
die Gegenwart von Verunreinigungen, welche durch 
die von Aberson angewandten Reinigungsmethoden 
sicher nicht entfernt werden, zurickfihren. 

Blickt man noch einmal zuriick, so gewinnt man 
die Uberzeugung, daB die von den drei Forschern an- 
gewandten Methoden zur Darstellung der Crassula- 
ceenipfelsiure nicht geeignet sind, reine Kérper zu 
gewinnen. Die wesentlichen Unterschiede zwischen 
sewohnlicher Apfelsiure und Crassulaceenipfelsiure: 
die mangelnde Krystallisationsfihigkeit der freien 
Siure, des sauren Kalk- und Ammonsalzes und die 
abweichende Drehungsrichtung der Si&ure, kénnen 
sehr wohl ihre Ursache in der Gegenwart von Ver- 
unreinigungen haben. Die Unterschiede geniigen aus 
diesem Grunde keineswegs, um in der Apfelsiure der 
Crassulaceen eine besondere Apfelsiure anzunehmen. 

Trotzdem sich aus den bisher vorliegenden Arbeiten nicht 
die Uberzeugung gewinnen laBt, daB es eine besondere Cras- 
sulaceenipfelsiure gibt, haben wir dennoch die Untersuchungen 
noch einmal wieder aufgenommen, um ihre Existenz oder Nicht- 
existenz aufer allen Zweifel zu stellen. 

Als Ausgangsmaterial standen uns gréBere Mengen Kche- 
veria secunda glauca zur Verfiigung, welche wir der Liebens- 
wiirdigkeit des Herrn Geheimrat Klein verdanken; auch an 
dieser Stelle sagen wir ihm fiir sein Entgegenkommen unseren 
herzlichsten Dank. 28 kg Pflanzen wurden nach dem Zer- 
mahlen ausgepreBt und 23,7 Liter eines schwach gelben, wasser- 
klaren Saftes erhalten. 
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Zunichst war es nun notwendig, nachzusehen, ob sich aus 
diesem Saft Kérper von den Eigenschaften der Crassulaceen- 
ipfelsiure und ihrer Salze gewinnen lieBen. Durch Fallen 
mit Alkohol wurde ein graues Pulver erhalten; daB es nicht 
lediglich aus Kalksalzen bestand, wurde daran erkannt, daB es 
bei der Kalkbestimmung als CaO und als CaSO, abweichende 
Werte lieferte; besonders wurde noch nachgewiesen, daB der 
Niederschlag erhebliche Mengen Phosphorsiure enthielt. Ferner 
zeigten 1°/,ige waBrige Liésungen von iapfelsaurem Kalk und 
von Echeveriakalksalzen auf Zusatz verschiedener Reagenzien 
erhebliche Unterschiede in den Fallungserscheinungen, ein Be- 
weis dafiir, daB jedenfalls kein reiner apfelsaurer Kalk vorlag. 

Ks wurde nun versucht, aus den Kalksalzen sauren, dpfel- 
sauren Kalk herzustellen. Zuerst war es aber notwendig, die 
Bedingungen zu kennen, unter denen reiner ipfelsaurer Kalk 
bei der Einwirkung von verdiinnter Salpetersiure die besten 
Ausbeuten an saurem Kalksalz liefert; zureichende Vorschriften 
haben wir im Schrifttum nicht gefunden. Es zeigte sich, dab 
bei der Kinwirkung von 4,7 ccm n/1-HNO, auf 1,0 g ipfel- 
sauren Kalk die besten Ausbeuten erhalten werden, und zwar 
0,9 g, was 75°/, der berechneten Menge entspricht. Aus den 
Kcheveriakalksalzen wurden die besten Ausbeuten mit 4,3 ccm 
n/1-HNO, auf 1,0 g Substanz erhalten, und zwar 0,1 g, was 8°/, 
der berechneten Menge entspricht. Die Analyse zeigte, das 
tatsichlich saurer, apfelsaurer Kalk vorlag. Aus den Eche- 
veriakalksalzen liiBt sich also, wenn auch in sehr schlechter 
Ausbeute, saurer, ipfelsaurer Kalk gewinnen. Die MiBerfolge, 
welche Adolf Mayer usw. bei den Versuchen zur Darstellung 
dieses Kérpers aus crassulaceenipfelsaurem Kalk hatten, diirfte 
wohl auf nicht richtig gewahlte Versuchsbedingungen zuriick- 
zufiihren sein. Die von uns gewonnenen Kcheveriakalksalze 
haben also tatsiichlich die EKigenschaft des crassulaceenipfel- 
sauren Kalks, bei der Einwirkung von verdiinnter Salpetersaure 
nur sehr schlechte oder tiberhaupt keine Ausbeuten an saurem, 
ipfelsaurem Kalk zu liefern. 


Weiter wurde aus den Kalksalzen durch Kinwirkung von | 


verdiinnter Schwefelsiiure und Extraktion mit Ather die freie 
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Siiure hergestellt. Nach dem Abdestillieren des Athers hinter- 
blieb ein farbloser Sirup, der bei mehrtigigem Stehen im 
Vakuum iiber Kali und Schwefelsiure geringe Krystallmengen, 
die bei 100° schmolzen, abschied; bei monatelangem Stehen 
im Exsiccator erstarrte das Ganze allmihlich zu einem dicken 
Krystallbrei. Apfelsiiure aus wiiBriger Lésung mit Ather ex- 
trahiert erstarrte nach dem Destillieren des Athers sofort zu 
einem farblosen Krystallkuchen. Die schlechte Krystallisations- 
fahigkeit der Crassulaceenipfelsiure kommt also auch der 
Saure aus den Echeveriakalksalzen zu. 

Der aus Echeveriakalksalzen erhaltene Sirup zeigte in 

Acetonlésung eine starke Linksdrehung: 

[ee] i° paras 7,8°, 
wibrend Adolf Mayer und auch J. H. Aberson Rechts- 
drehung beobachteten. 

1°/,ige wiBrige Lésungen von Apfelsiiure und der Siure 
aus KEcheveriakalksalzen zeigten erhebliche Unterschiede bei 
der Einwirkung von Fillungsreagenzien wie Bariumacetat, 
Bariumhydroxyd, Blei- und Quecksilberacetat. Dieses Verhalten 
deutet darauf hin, daB neben Apfelsiure noch andere Kérper 
in dem Sirup enthalten sind, denn es ist wohl kaum zu er- 
warten, daB eine isomere Apfelsiure andere Fallungsreaktionen 
als die gewdhnliche Apfelsiiure gibt. 

Aus der Echeveriasiure wurde auch noch das Benzyliden- 
hydrazid hergestellt; es hatte einen sehr unscharfen Schmelz- 
punkt, gab aber Stickstoffwerte die recht gut auf Benzyliden- 
ipfelsiuredihydrazid stimmten. 

Die Versuche zeigen, daB die aus Echeveria se- 
cunda glauca gewonnenen Kalksalze und die aus diesen 
erhaltene Saure Kigenschaften besitzen, die der Cras- 
sulaceenapfelsiure und ihrem Kalksalz zukommen 
sollen. Weiter deuten die Versuche aber auch darauf 
hin, daB die Koérper verunreinigt sind. 

Um diese Verunreinigungen kennen zu lernen, haben wir 
die Ester-Hydrazidmethode angewandt, welche schon bei der 
Untersuchung der Johannisbeeren, der Vogelbeeren und der 
Kirschen gute Dienste leistete 
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Der Echeveriasaft wurde mit Bleiacetatlésung und basischer 
Bleiacetatlisung gefallt, die Bleisalze scharf abgesaugt und zur 
Entfernung von Zuckern und von Inosit zweimal in waBriger 
Aufschlammung mit Kohlendioxyd behandelt; dann wurden sie 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid ein- 
ceengt und dieses erschépfend mit Ather extrahiert. Nach 
einer bestimmten Zeit wurde die Extraktion unterbrochen, aus 
dem Extrakt der Ather abdestilliert und das Wasser bei einer 
60° nicht iibersteigenden Temperatur im Vakuum verdampft. 
In allen Fiillen hinterblieben dicke, klare, fast farblose Sirupe; 
sie wurden verestert und die Ester der Destillation im Vakuum 
unterworfen. Die gesonderte Verarbeitung der einzelnen Ex- 
trakte wurde deshalb durchgefihrt, um eventuell in kleinerer 
Menge vorhandene Siuren, die sich je nach ihrer Léslichkeit 
in den ersten oder letzten Extrakten vielleicht anhiufen wiirden, 
sicherer fassen zu kénnen. Die Siedepunktsbilder der Ester 
der einzelnen Extraktionen zeigen jedoch, ‘daB diesem Ver- 
fahren fiir Trennungszwecke keine Bedeutung zukommt, eine 
Erfahrung, die auch schon bei der Untersuchung der Vogel- 
beeren und der Kirschen gemacht wurde. Die extrahierte 
wiBrige Lésung wurde, um die noch in ihr enthaltenen Sauren 
zu fassen, im Vakuum zu einem dicken Sirup eingedampft, 
dieser zur Entfernung von Pektinstoffen mit Alkohol behandelt, 
die alkoholische Lésung verestert und die Ester im Vakuum 
traktioniert. Liivulinsiiureester und Athoxymethyl-furfurolacetal 
traten nicht auf, ein Beweis dafiir, daB die Behandlung der 
Bleiniederschlige mit Kohlendioxyd geniigt, um die Zucker zu 
entfernen. Die Fraktionen von gleichem Siedepunkt wurden 
vereinigt, mehrmals im Vakuum fraktioniert und schlieBlich 
folgendes Siedepunktsbild erhalten: 


Druck 11—i2 mm. 


i. 88—105° 0,7 g 7. 155—165? lg 
2. 105—125 3,1 8. 165—170 3,1 
3. 125—128 39,2 9. 170—176 4,0 
4, 128—130 28,8 10. 176—180 10,7 
5. 180—185 0,7 11. 180—184 2,7 


6. 135—155 0,9 
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Die Tabelle zeigt, da8 die Hauptmenge der Ester héchstwahr- 
scheinlich aus Apfelsiureester (Siedep. 125—130°) besteht, daB 
daneben aber auch noch sehr kleine Mengen niedriger siedende 
und recht betrichtliche héher siedende vorhanden sind. Aus 
der Siedepunktstabelle folgt ohne weiteres, daB die 
Crassulaceenapfelsiure aus Echeveria secunda glauca 
ein Gemisch ist. : 

Um die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen kennen 
zu lernen, wurden sie systematisch in die Hydrazide bzw. 
deren Benzylidenverbindungen umgewandelt. Es zeigte sich, 
daB Fraktion 1 (88—105°) Bernsteinsiiure enthilt. Fraktion 2 
(105—125°) besteht zum allergréften Teil schon aus Apfel- 
siiureester, denn die Ausbeute an Apfelsiiuredihydrazid betrug 
94°/, der berechneten. Fraktion 3 (125—128°) und Fraktion 4 
(128—130°) waren reiner Apfelsiiureester, sie gaben 100°/, 
Ausbeute an Hydrazid. Auch Fraktion 5 (130—135°) war zum 
allergréBten Teil dieser Ester, denn die Ausbeute an Apfel- 
siuredihydrazid war 94°/,. Auch in Fraktion 6 (185—155°) 
sind noch erhebliche Mengen Apfelsiureester vorhanden, jedoch 
schied sich auch ein klebriges Hydrazid ab, was auf die Gegen- 
wart von Citronensiureester hindeutet. Bei Fraktion 7 (155 
bis 165°) trat beim Mischen der alkoholischen Lésung des 
Esters mit Hydrazinhydrat eine Erscheinung auf, welche bisher 
noch bei keinem der aus Pflanzen gewonnenen Ester beobachtet 
wurde. Die Lésung blieb zuniachst klar; nach einigen Sekunden 
triibte sie sich plétzlich und nach wenigen Minuten war das 
Ganze zu einem steifen, farblosen Brei geronnen. Am Boden 
des GefaiBes hatte sich wieder eine klare, schmierige Schicht 
abgesetzt, was auf die Gegenwart von Citronensiiure hindeutet. 
Ahbnlich verhielten sich Fraktion 8 (165—170°) und Fraktion 9 
(170—176°); die Fraktionen enthalten also ebenso wie Frak- 
tion 7 neben wenig Citronensiureester einen unbekannten Ester. 

Einer etwas eingehenderen Untersuchung wurde Fraktion 10 
(176—180°) unterzogen. Bei der Einwirkung von Hydrazin- 
hydrat auf die alkoholische Lésung des Esters trat schwache 
Erwarmung ein, die Lésung blieb zunichst klar, triibte sich 
nach einigen Augenblicken plétzlich und erstarrte dann sofort 
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zu einem steifen Brei. Das Hydrazid schmolz bei 178—179°; 
in Mischung mit Apfelsiuredihydrazid trat keine Schmelz- 
punktserniedrigung ein. Unter dem Mikroskop war bei 300- 
facher VergréBerung keine krystalline Struktur zu erkennen. 
Die Stickstoffbestimmung gab gut auf Apfelsiiuredihydrazid 
stimmende Werte. Die Benzylidenverbindung des Hydrazids 
schmolz bei 163—164°; in Mischung mit Benzylidenipfelsiure- 
dihydrazid trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein. Es diirfte 
sicher sein, daB in dem Hydrazid Apfelsiuredihydrazid vorliegt. 

Das Apfelsiiuredihydrazid entsteht nun aus dem Ester vom 
Siedep. 176—180°, der sicher kein Apfelsiiurediithylester ist. 
Es bleibt nur iibrig anzunehmen, daB in dem Koérper der 
Athylester eines Anhydrids der Apfelsiiure vorliegt; darauf 
deutet auch die sehr gute Ausbeute an Hydrazid aus dem 
Ester hin; aus 1,0 g Ester wurden 0,97 g Hydrazid erhalten, 
was nur denkbar ist, wenn dem Ester ein sehr hohes Mole- 
kulargewicht zukommt oder wenn bei der Einwirkung von 
Hydrazinhydrat innerhalb des Molekiils auBer der Athylester- 
gruppe weitere esterartige Bindungen unter Hydrazidbildung 
aufgesprengt werden. Wir sind der Ansicht, da8 in dem Ester 
Malyl-apfelsiureanhydriddiathylester (Malid-diathylester) vorliegt. 


H,C,—O0C—CH,—CH—CO 


5 
\ 


O O 


\ aa 
0o—CH—CH,—CO00C,H, 
Bei der Kinwirkung von 4 Molekiilen Hydrazin auf diesen Ester 
werden aus 4 Estergruppen 4 Hydrazidgruppen unter Bildung 
von 2 Molekiilen Apfelsiiuredihydrazid. 
H,C,—O0C—CH,—CH—CO 
\ 
6 O + 4N,H, 
* Z 
CO—CH—CH,—C00C,H, 


H,N—NH—CO—CH,—CH—CO—NH—NH, 


bu 


H,N—NH—CO—CH.—CH—CO—NH—NH, 
| 
OH 
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Unter dieser Annahme entspricht die Ausbeute von 0,97 ¢ 
Hydrazid aus 1,0 g Ester 86°/, der berechneten. Daf in dem 
Kérper Malyl-apfelsiureanhydrid-diathylester vorliegt, daraut 
weist die bei der Verseifung verbrauchte Menge Alkali hin. 
0,1050 g Malyl-apfelsiureanhydrid-diithylester verbrauchen bei 
der Verseifung zu Apfelsiiure theoretisch 7,7 com n/5-Alkali, 
wihrend 7,3 ccm gefunden wurden. Aus der Verseifungslésung 
konnte durch Fallen mit Silbernitrat ein Silbersalz erhalten 
werden, welches den fiir ipfelsaures Silber berechneten Silber- 
gehalt besab. 

Fraktion 10 ist sicher noch nicht ganz rein, denn die 
Kohlenwasserstoffwerte waren nicht besonders befriedigend. 
Wir sind aber der Uberzeugung, da der Ester bei der Hin- 
wirkung von Hydrazinhydrat Apfelsiiuredihydrazid lieferte, zur 
Verseifung annihernd die berechnete Menge Alkali verbrauchte 
und hierbei Apfelsiiure entstehen lieB, da® in Fraktion 10 
wesentlich Malyl-apfelsiureanhydrid-diithylester vorlag. 

Man kénnte nun ja der Meinung sein, daB das Malyl- 
ipfelsiiureanhy drid 

HOOC—CH,—CH—CO 


* 
O O 


ie ib 

CO—CH—CH,—COOH 

gar nicht als solches in Kcheveria secunda glauca enthalten 
ist, sondern sich erst wihrend der Aufarbeitung gebildet hat, 
da ja Apfelsiure nach den Untersuchungen von Walden ver- 
haltnismaiBig leicht unter Verlust von Wasser in Anhydride 
iibergeht. Bei 100° vollzieht sich die Anhydridbildung noch 
recht langsam, wovon wir uns durch einen besonderen Versuch 
iiberzeugten. Wir dampften aber das Wasser im Vakuum bei 
einer 60° nicht iibersteigenden Temperatur ab und erhielten 
trotzdem bei der Aufarbeitung von allen atherischen Extrakten 
immer klare Sirupe. Als reine Apfelsiiure aus wifriger Lésung 
mit Ather extrahiert und der Extrakt in gleicher Weise wie 
der aus Echeveria verdampft wurde, bildete sich sofort ein 
farbloser Krystallkuchen von reiner Apfelsiiure. Auch bei der 
Aufarbeitung der Vogelbeeren, welche in gleicher Weise wie 
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die von Kcheveria erfolgte, wurden beim Eindampfen der 
itherischen Extrakte sofort krystalline Massen von annihernd 
reiner Apfelsiure und niemals Sirupe erhalten; bei der Auf- 
arbeitung der Vogelbeerester konnte niemals Malyl-apfelsiure- 
anhydrid-diiithylester beobachtet werden. Wihrend der Auf- 
arbeitung des Prefsaftes von Echeveria kann also 
Malyl-apfelsiureanhydrid nicht entstanden sein, son- 
dern es ist von vornherein in der Pflanze enthalten. 

Das Malyl-ipfelsiureanhydrid bedingt nun auch die schwie- 
rige Krystallisationsfihigkeit der Apfelsiiture aus Echeveria. Wird 
einer wiiBrigen Liésung von reiner Apfelsiiure etwas eines Ge- 
misches von Apfelsiiureanhydriden, wie es beim Erhitzen von 
Apfelsiiure auf hdhere Temperatur entsteht, zugesetzt und die 
Lésung im Vakuum iiber Kali und Schwefelsiiure eingedampft, 
so entsteht zuniichst ein klarer Sirup, wie er fiir Crassul- 
aceenipfelsiure charakteristisch ist; erst sehr allméhlich tritt 
Krystallisation, die auch nach mehrmonatlichem Stehen im 
Exsiccator noch nicht volistindig ist, ein. Kleine Mengen 
Bernsteinsiiure und Citronensiure, wie sie ja auch in Kcheveria 
vorkommen, rufen diese Erscheinung nicht hervor. Man kann 
also durch Zusatz von kleinen Mengen Apfelsiureanhydrid zu 
Apfelsiiure kiinstliche Crassulaceeiipfelsiiure herstellen, worauf 
auch schon Walden hingewiesen hat. Wenn nun in Echeveria 
secunda glauca Malyl-ipfelsiureanhydrid vorkommt, so diirfte 
dieser Kérper auch in andern Crassulaceen vorhanden sein und 
auch hier die Existenz einer besonderen Apfelsiiure vorgetiiuscht 
haben. 

Aus den Untersuchungen geht mit Sicherheit 
hervor, daB eine besondere Crassulaceenapfelsiure 
nicht existiert und damit ist die einzige Unschénheit, 
welche dem groBartigen Gebiude der Stereochemie 
noch anhaftete, verschwunden. EHine ihrer Grund- 
annahme, die freie Drehbarkeit einfach gebundener 
Kohlenstoffatome ist wieder ohne Ausnahme. 

Der Nachweis des Vorkommens von Malyl-apfelsiure- 
anhydrid in den Crassulaceen scheint uns auch vom bioche- 
mischen Standpunkt aus von einigem Interesse zu sein. Bei 
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der Zusammenlagerung von 2 Molekiilen Apfelsiure zu 1 Molekiil 
Malyl-ipfelsiureanhydrid verschwinden zwei Carboxyle. 


COOH COOH 
bn, bu, 
COOH HO—CH co—0—bH 
— HOO 7 bn0~0 + 2H,0O 
On, bu, 
a boon 


Kine Apfelsiurelésung wird also bei der Bildung von 
Malyl-apfelsiiureanhydrid um die Halfte weniger sauer, voraus- 
gesetzt, daB die Dissoziationskonstanten beider Siuren gleich 
eroB sind, und damit ist der Pflanze ein Mittel an die Hand 
gegeben, um sich zu entsduern, falls ihre Aciditét zu grof 
wird, ohne dazu Basen notwendig zu haben. Soll die Apfel- 
siure dann wieder, vielleicht fiir Atmungszwecke, mobilisiert 
werden, so ist hierfiir lediglich eine fermentative Aufspaltung 
notwendig. Nach der Auffindung der Malylaipfelsiure in Eche- 


varia secunda glauca wird man sein Augenmerk vielmehr auf 


das Vorkommen von solchen Kérpern in den Pflanzen zu richten 
haben; wir sind iiberzeugt, daf Esteranhydride der im Pflanzen- 
reich so weit verbreiteten Oxydcarbonsduren fiir den Chemismus 
der Pflanzen eine groBe Rolle spielen. Ihre Auffindung wird 
jedoch von Gliickumstiinden abhangig sein, da sie leicht bei 
der Esterbildung gespalten werden. 


Versuchsteil. 


Die Echeveriapflanzen wurden in einer Fruchtmiihle zer- 
quetscht und dann in einer Presse ausgepreBt. Nach dem Fil- 
trieren war der Saft wasserklar und schwach gelb gefarbt; 
beim Stehen an der Luft dunkelte er etwas nach. Aus 28 kg 
Pflanzen wurden 23,7 Liter Saft erhalten. 50 ccm Saft gaben 
beim Eindampfen und nachherigem Trocknen im Vakuum iiber 
Kali und Schwefelsiure 1,5 g einer bernsteingelben bréckeligen 
Masse; der Saft enthilt also 3°/, Trockensubstanz. 50 ccm Saft 
wurden in einer Platinschale auf dem Wasserbade eingedampft 
und der Riickstand verascht. 0,4893 weiBe Asche. 
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Gewinnung der durch Alkohol fallbaren Calciumsalze. 

7,5 Liter Saft wurden im Vakuum auf 3 Liter eingedampft, 
eine geringfigige Triibung abfiltriert und langsam unter fort- 
wihrendem Riihren in 7,5 Liter Alkohol eintropfen gelassen, 
der farblose, flockige Niederschlag abgesaugt, mit Alkohol ge- 
waschen und im Vakuum tiber Kali und Schwefelsiure getrocknet. 
Hierbei zerfloB er teilweise zu einer braunen Fliissigkeit, die 
aber spaiter wieder fest wurde. Die Masse lieB sich leicht 
pulverisieren; sie war nicht hygroskopisch. Ausbeute 115 g 
eines grauen Pulvers. 

0,4392 g Substanz gaben 0,3137 g CaSQ,. 


0,3904g¢ _,,  0,1244 g CaO. 
0,4624g¢ 4 »  0,1434 g CaO. 
0,4624¢ ,, »  0,2998 g CaSO,. 
Ber. f. C,H,O,Ca Gef. 
23,29°/, Ca 21,02—22,77—22,15—19,04°/, Ca 


1,0028 g Substanz verloren beim Erhitzen im Vakuum auf 100—110°. 
0,0806 g = 8,04°/,. 
0,3896 g Substanz gaben 0,0083 g Mg,P,0,. 
0,3940 g ‘ » 0,0093 g Mg,P,0,. 
1,82—2,00°/, PO,. 
Fallungsreaktionen der wiBrigen Lésungen von reinem 
apfelsaurem Kalk und von Echeveriakalksalzen. 
Kine 1°/,ige Lésung der beiden Salze wurde mit den 
verschiedenen Reagenzien versetzt. 





Reagenz. | Apfelsaurer Kalk | Echeveriakalksalz 





Bariumacetat | Nach lingerem Stehen er- | Sofort Triibung; nach kur- 
hebliche Triibung. zer Zeit betriachtlicher 
flockiger Niederschlag. 








SF Sainte ale 


Bleiacetat Dicker rein weiBer Nieder- | Dicker gelblich-weiBer Nie- 
sehlag. derschlag. 
Kupferacetat In der Kiilte und beim Er- | Sofort schwache Triibung, 


wirmen keine Verinde- 
rung. 


beim Erwirmen betricht- 
licher Niederschlag. 


Quecksilber- Schwache Triibung, die | Sofort dicker flockiger Nie- 
acetat sich nach lingerer Zeit derschlag. 
als geringer flockiger Nie- 
derschlag absetzt. 
Ammonmolyb- | Keine Verinderung. Sofort gelber Niederschlag. 


dat 
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Darstellung von saurem ipfelsaurem Kalk 
aus neutralem durch EKinwirkung von verdiinnter 
Salpetersiure. 


Um die besten Bedingungen fiir die Darstellung von sau- 
rem &pfelsaurem Calcium aus neutralem durch EKinwirkung von 
Salpetersiure zu ermitteln, wurde jeweils 1,0 g des neutralen 
Salzes mit verschiedenen Mengen Salpetersiiure verschiedener 
Konzentration iibergossen, durch Erwirmen gelést und nach 
dem Abkihlen mit einem Krystiillchen des sauren Salzes ge- 
impft. Nach 12 Stunden wurden die Krystalle abgesaugt, mit 
wenig Wasser gedeckt und an der Luft getrocknet. Die Ergeb- 
nisse sind in der folgenden T'abelle zusammengefaBt: 





























0 
/0 
der zur voll- 
I Il Ul Bi 
x : ildung von 
n/2-HNO, n/1-HNO, on-HNO, on 
' saurem Salz 
notwendigen 
Menge HNO, 
1 4,3 ecm 2,1 mm 1,1 cem BO 
0,4g¢= 33°), | 0,5 g¢ = 42°/, 0,0 
9 6,4 ccm 3,2 ccm 1,6 ccm ms 
5 
0,5 g = 42°, | 0,5 g = 50°, 0,0 
3 8,6 — : ~ ecm Ba: 2,1 ecm : 100 
0,6 g = 50°), 0,7 g = 58°/, 0,5 g = 42°/, 
‘ 9,4 ccm 4,7 ccm 2,4 eem 110 
0,7 g = 50 “lo 0,9 ¢g = 15 °/o 06g= 50°/, 
P 10,8 cem 5,4 ccm 2,7 ecm 12h 
0,6 g = 50°, 0,7 g = 15°, 0,5 ¢ = 42°), 9 
6 12,8 cem 6,4 ccm 3,2 cem 150 
0,4 ¢ = 33° 0,6 g = 50%, 0,2 ¢ = 16%, ‘ 
~ | 17,2 ecm 8,6 ecm 4,3 ccm 200 
‘ 
0,0 0,0 0,0 
34,4 ecm 17,2 8,6 cem 
8 ? ? b 
0,0 0,0 0,0 7 
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Mit Ausnahme bei den Versuchen III, und III, waren die 
Krystalle durchweg rein weiB und gut ausgebildet. Die besten 
Krystalle gaben die Versuche II, und II,. 

Die besten Ausbeuten wurden erhalten bei Anwendung 
von 4,7 com n/1-Salpetersiure auf 1,0 g Kalksalz; die Menge 
Salpetersiure entspricht der 1,1-fachen der berechneten. 

0,4221 g Substanz gaben 0,1400 g CaSQ,. 


0,3831 g a »  0,1265 g CaSQ,. 
Ber. f. C,H,,0,,Ca Gef. 
9,67°/, Ca 9,76 9,72°/, Ca. 


Darstellung von saurem ipfelsaurem Kalk 
aus Echeveriakalksalzen durch EKinwirkung von 
verdiinnter Kalksiaure. 


Die Versuche wurden mit 1,0 g Kalksalz von verschiedenen 
Mengen n/1-NHO, in der weiter oben geschilderten Weise aus- 
gesetzt. Die Mutterlaugen waren dunkelbraun. 














°/, der zur Bildung 
cem-Séure von saurem Salz Ausbeute 
notwendigen Menge 
2,1 50 0,07 g = 5°/, der ber. 
3,2 15 Of =@ . « 
4,0 90 01 =8 ~w» 4 
4,3 100 #1 =8 4 » 
4,7 110 005 =4 4, 4, 
5,4 125 004 =3 4, ,, 
6,4 150 002 =2 , , 








Die besten Krystalle gab der dritte Versuch; es waren 
schwach gelbliche, gut ausgebildete rhombische Prismen. Der 
Versuch wurde mit der fiinffachen Menge nochmals wieder- 
holt. Ausbeute 0,6 g entsprechend 10°/, der berechneten. Durch 
Umkrystallisieren aus Wasser wurde das Salz farblos erhalten. 


0,3133 g Substanz gaben 0,1029 g CaSQ,. 
0,3610 g ™ »  0,1183 g CaSQ,. 


Ber, f. C,;H,.0,,Ca Gef. 
9,67°/, Ca 9,67  9,64°/, Ca. 
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Gewinnung der atherléslichen Siuren 
aus Echeveriakalksalzen. 


17,2 g Echeveriakalksalz wurden in 100 ccm Wasser ge- 
lést, unter Rithren eine Lésung von 10 g Schwefelsaure in 
50 ccm Wasser hinzugefiigt, nach 3 stiindigem Stehen der Gips 
abgesaugt und die rétliche Lisung im Kempfschen Extraktions- 
apparat mit Ather extrahiert. Nach 30 Stunden wurde die 
Extraktion unterbrochen, der Ather abdestilliert, der fast farb- 
lose Sirup — 5,0 g — im Vakuum iiber Kali und Schwefel- 
siiure getrocknet und mit einem Apfelsiiurekrystillchen geimpft. 
Nach mehrtigigem Stehen hatte sich eine geringe Krystalli- 
sation abgeschieden, die abgesaugt, mit sehr wenig Wasser ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet wurde. Die Krystalle 
schmolzen bei 100° Die Extraktion wurde noch 30 Stunden 
weiter fortgesetzt und noch 2,0 g Sirup erhalten, der nach dem 
Verdampfen mit Apfelsiiure bei wochenlangem Stehen im Exsic- 
cator gréBtenteils krystallin wurde. 

1,00 g wurden in 20,0 cem gelost. 

c= 5; 1 = Bdm; t = 20°. 

a= — 0,78 [a]*? = — 7,8. 


Fallungsreaktionen einer 1°/,igen Lésung von Apfel- 
siure und der Saiuren aus Echeveriakalksalzen. 
Kine 1°/,ige Lésung der beiden Siuren wurde mit ver- 

schiedenen Reagenzien versetzt; mit den meisten waren keine 

wesentlichen Unterschiede zu bemerken, nur bei Bariumacetat, 

Bariumhydroxyd, Bleiacetat, Quecksilberacetat war es anders 























Reagenz Apfelsiiure Echeveriasiure 

Bariumacetat Langsam auftretende Trii- | Sofort weifer Niederschlag. 
bung. 

Bariumhydroxyd | Langsam aufiretende Trii- | Sofort weiBer Niederschlag. 
bung. 

Bleiacetat Dicker, weiBer Nieder-] Dicker, weiBer Nieder- 
schlag; geht beimKochen|  schlag; gehtbeim Kochen 
in Lésung. teilweise in Lésung. 

Quecksilberace- | Ganz gering. Niederschlag.| Dicker, weiBer Nieder- 

tat schlag. 





et SPR ee pita. aeresnecer ratte 
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Darstellung des Benzylidenhydrazids aus den dther- 
loéslichen Siuren der Echeveriakalksalze. 


2,7 g Sirup wurden in 8ccm Wasser geldst, 2,7 com Hydra- 
zinhydrat hinzugefiigt, die Lésung in einem Porzellanschiff auf 
dem Wasserbade zum Sirup eingedampft und weiter im Vakuum- 
exsiccator iiber Kali und Schwefelsiure getrocknet. Das Hydra- 
zinsalz wurde dann 4 Stunden im Vakuum auf 110° mit vor- 
gelegtem Phosphorpentoxyd erhitzt, die Masse nach dem Erkalten 
in 100 ccm Wasser gelést, mit einigen Tropfen Salzsiure an- 
gesiuert und tropfenweise so lange Benzaldehyd hinzugefiigt, 
bis sein Geruch bestehen blieb. Der flockige Niederschlag 
wurde abgesaugt, getrocknet und zur Entfernung von Benzal- 
dazin mit Ather behandelt. Schwach graues Pulver. Beginnt 
bei 98° zu sintern, schmilzt bei 161° und ist bei 184° klar. 


0,1111 g Substanz gaben 16,1 cem (19°, 751 mm). 


0,0778 g 5 » 11,4 cem (19°, 752 mm). 

9,1046 g ee » 15,1 cem (20°, 752 mm). 

Ber. f. C,,H,,O,N, Gef. 
16,579/, N 16,74 16,95  16,62°/,. 


Gewinnung der durch Bleiacetat fillbaren Sauren. 


13,3 Liter Echeveriasaft wurden in der Kilte solange mit 
einer kalt gesiittigten Bleiacetatlésung versetzt, bis kein Nieder- 
schlag mehr ausfiel, wozu 2140 ccm notwendig waren; dann 
wurde noch soviel basische Bleiacetatlésung hinzugegeben, bis 
ebenfalls kein Niederschlag mehr entstand; es waren 1060 ccm 
erforderlich. Der voluminése gelblich-weiBe Niederschlag wurde 
scharf abgesaugt, in 4 Liter Wasser fein aufgeschlimmt und 
in die Suspension unter Schiitteln auf der Schiittelmaschine so 
lange Kohlenoxyd eingeleitet, als dieses noch aufgenommen 
wurde. Dann wurde scharf abgesaugt und das Verfahren noch 
einmal wiederholt. Der so ausgewaschene Niederschlag wurde 
in 5 Liter Wasser aufgeschlammt, auf der Schiittelmaschine 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zerlegt, das Ganze auf- 
gekocht und nach dem Erkalten das Bleisulfid abgesaugt. Das 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXII. 19 
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schwach griinlich-gelbe Filtrat enthielt 3,5°/, Trockensubstanz; 
es wurde im Vakuum auf 800 ccm eingeengt und die rétlich- 
braune Lésung in einem Extraktionsapparat ausgeithert. Nach 
einer bestimmten Zeit wurde die Extraktion unterbrochen und 
der Extrakt in der weiter unten geschilderten Weise verarbeitet. 


1. Extraktion. Dauer 340 Stunden. 


Der Extrakt bestand aus einer unteren wiBrigen und einer 
oberen iitherischen Schicht. Der Ather wurde abdestilliert und 
dann das Wasser im Vakuum bei einer 60° nicht iibersteigenden 
AuBentemperatur verdampft. Es hinterblieben 47 g eines braunen, 
klaren Sirups. Zum Zwecke der Veresterung wurde zunichst 
das event. noch vorhandene Wasser durch zweimaliges Ab- 
dampfen mit je 150 ccm absolutem Alkohol im Vakuum bei 
einer AuBentemperatur von 40° entfernt, dann der Riickstand 
in 309 ccm absolutem Alkohol aufgenommen, soviel alkoholische 
Salzsiure hinzugefiigt, daB die Lésung 2°/, Chlorwasserstoff 
enthielt und 5 Stunden gekocht. Der Alkohol wurde dann im 
Vakuum bei einer AuBentemperatur von 40° abdestelliert, der 
klare braune Riickstand in 250 ccm Ather aufgenommen und 
zur Entfernung von unveresterten Saiuren mit kenzentrierter 
Pottaschelésung durchgeschiittelt, wobei sich die letztere tief 
dunkel farbte. Die atherische Lésung wurde iiber Natrium- 
sulfat getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand 
im Vakuum fraktioniert. 


Druck 13 mm 

1, —107° 3 Tropfen. 
2.107—125° 638¢ 

3. 125—731 20,7 

4, 130—160 2.4 

5. 160—171 4,6 

6. 171—186 3,5 


Im Kolben blieben 4,9 g eines zihfliissigen dunklen Riick- 
standes. 


2. Extraktion. Dauer 670 Stunden. 


Nach dem Eindampfen 57 g eines fast farblosen ziahen 
Sirups. Weitere Verarbeitung wie vorher auch. 
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Druck 14—15 mm 
1. —126° 0,6 g 
2.125—183° 16,0 
3. 133—189 34,4 


Im Kolben blieben 4,9 g eines dunkelbraunen Riickstandes. 


8. Extraktion. Dauer 620 Stunden. 


Nach dem EKindampfen 43 g eines fast farblosen ziihen 
Sirups. Verarbeitung wie vorher auch. 


Druck 13—14 mm 
1. —125° 1 Tropfen 
2.125—1359 90¢ 
8.136—190 9,4 


Im Kolben 3,8 g eines dunkelbraunen Riickstandes. 


Extraktionsriickstand. 


Die mit Ather extrahierte Fliissigkeit wurde zu einem 
dicken Sirup eingedimpft und der Riickstand mit 300 ccm ab- 
solutem Alkohol durchgeschiittelt, wobei sich reichliche Mengen 
Schmieren abschieden, von denen die alkoholische Lésung ab- 
gegossen wurde. Der Alkohol wurde im Vakuum bei einer 
AuBentemperatur von 40° abdestilliert, der Riickstand in der 
gleichen Weise nochmals mit Alkohol behandelt und dann in 
der weiter oben beschriebenen Weise verestert. Beim Auf- 
nehmen des Rohesters mit Ather schied sich eine recht er- 
hebliche Menge eines ziemlich diinnfliissigen Kérpers ab, von 
dem die iitherische Lésung abgegossen wurde. 


Druck 12—13 mm 


1. wee 0,6 g 
2. 118—135 7,4 
8. 185—170 5,2 


Im Kolben blieben 2,8 g eines dunkelbraunen Riickstandes. 


Die einzelnen Fraktionen von annihernd gleichem Siede- 
punkt wurden vereinigt, der weiteren fraktionierten Destillation 
im Vakuum unterworfen und schlieBlich folgende Fraktionen 
erhalten: 


19* 
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Druck 11—12 mm 


135—155 0,9 
ie Fraktionen 10 und 11 waren glycerinartig dick. 


1. 88—105° 0,7g 7. 155—-165° 11g 
2.105—-125 3,1 8.165—170 3,1 
3, 125-128 39,2 9.170—176 4,0 
4,128—130 28,8 10. 176—180 10,7 
5. 1830-135 0,7 11. 180—184 2,7 
6. 

D 


Hydrazide der Fraktion 1 (88—105°). 

0,5 g Ester, 1,5 ccm absoluter Alkohol, 0,35 com Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung; nach 
10 Minuten trat Triibung ein und nach 1 Stunde hatte sich 
ein reichlicher krystalliner Niederschlag abgeschieden. Nach 
24 Stunden abgesaugt und getrocknet. Farblose krystalline 
Masse. Ausbeute 0,35 g. Schmelzpunkt 130—132°. Unter 
dem Mikroskop waren bei 70 facher VergréBerung die charak- 
teristischen flachen Nadeln des Bernsteinsiuredihydrazids zu 
erkennen, daneben aber auch noch die gestaltlosen Massen 
des Apfelsiuredihydrazids. Das Gemisch der Hydrazide 
wurde in die Benzylidenverbindungen umgewandelt. Ausbeute 
0,3 g. Schmelzpunkt unscharf zwischen 180—198° Mit 10 ccm 
Alkohol ausgekocht und heif filtriert. Das Ungeléste schmolz 
bei 226—228°, Ausbeute 0,25 g. Aus 60 ccm siedendem 
Alkohol umkrystallisiert. Kleine farblose Blattchen, die bei 
233—234° schmolzen; in Mischung mit Benzyliden-bernstein- 
siuredihydrazit trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein. In 
dem Kérper liegt also Benzyliden-bernsteinsiuredihydrazid vor. 

2,779 mg Substanz gaben 0,424 ccm N (23°, 754 mm). 

Ber. f. C,,H,,O.N, Gef. 
17,39 9, N 17,47 °/, N 

Aus dem Filtrat vom Ungelésten schied sich beim EKin- 
dampfen wenig eines schwach gelblichen Pulvers aus, welches 
nicht ganz scharf bei 163—167° schmolz. In Mischung mit 
Benzyliden-iipfelsiuredihydrazit trat keine Schmelzpunktser- 
niedrigung ein. In dem Kérper liegt also Benzyliden-ipfel- 
siuredihydrazid vor. 

Fraktion 1 besteht also im wesentlichen aus Bernstein- 
siureester, dem etwas Apfelsiiureester beigemischt ist. 
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Hydrazide der Fraktion 2 (105—125%. 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,5 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen war keine Verinderung zu 
merken; nach '/, Stunde war das Ganze zu einer farblosen 
Masse von porzellanartigem Aussehen erstarrt. Nach 24 Stunden 
abgesaugt und getrocknet. Ausbeute 1,6 g, entsprechend 94°/, 
der fir Apfelsiiure bezw. Apfelsiuredihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzpunkt 173—175°; in Mischung mit Apfel- 
siurdihydrazit trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein. Bei 
300 facher VergréBerung war keine krystalline Struktur zu 
erkennen. Apfelsiuredihydrazid. Die Mutterlauge wurde 
2 Stunden gekocht: keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmer- 
temperatur: keine Verinderung. Beim Kindampfen 0,05 g eines 
krystallinen Riickstandes; die Benzylidenverbindung schmolz 
bei 171—174°. 

Fraktion 2 besteht also wesentlich aus Apfelsiiureester, 
welcher durch Spuren anderer Ester, wahrscheinlich Bernstein- 
siiureester, verunreinigt ist. 


Hydrazide der Fraktion 3 (125—128°). 


2,0 g Ester, 6,0 com Alkohol, 1,4 com Hydrazinhydrat. 
Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung; nach 5 Minuten 
begannen sich die fiir Apfelsiure charakteristischen Warzchen 
abzuscheiden, und nach '/, Stunde war das Gemisch vollstandig 
zu einer weifen porzellanartigen Masse erstarrt. Abgesaugt 
und getrocknet. Ausbeute 1,7 g, entsprechend 100°/, der auf 
Apfelsiiureester bezw. Apfels’uredihydrazid berechneten Menge. 
Schmelzpunkt 178—179° In Mischung mit Apfelsiiuredihydr- 
azid trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein. Bei 300facher 
VergréBerung war keine krystalline Struktur zu erkennen. 
Apfelsiuredihydrazid. 

Fraktion 3 besteht aus Apfelsiureester. 


Hydrazide der Fraktion 4 (128—130°). 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Erscheinungen wie bei der vorhergehenden Fraktion. 
Ausbeute 1,7 g, entsprechend 100°/, der auf Apfelsiureester 
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bezw. Apfelséuredihydrazid berechneten Menge. Schmelzpunkt 
178—179°. In Mischung mit Apfelsiuredihydrazid trat keine 
Schmelzpunktserniedrigung ein. Bei 300facher VergréBerung 
war keine krystalline Struktur zu erkennen. Apfelsiure- 
dihydrazid. 

0,1110 g Substanz gaben 0,1210 g CO, und 0,0622 g H,O. 


0,1221¢ _,, » 0,1887¢ , 4, 0,0695 ¢g H,0. 
0,0574g 4, » 17,0 cem N (17°, 751 mm). 
0,0628 g a > 18,4 yy 5) (159, 753 mm). 
Ber. f. C,H,,O3,N, Gef. 
29,21 °/, C 29,73 30,81 °/, C 
6,22 H 6,27 6,37 B 
34,57 N 34,45 34,41 N 


Hydrazide der Fraktion 5 (1830—135°). 


0,5 g Ester, 1,5 ccm absoluter Alkohol, 9,35 com Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung. Nach 
5 Minuten begannen sich die fiir Apfelsiuredihydrazid charak- 
teristischen Warzchen abzuscheiden und nach 1 Stunde hatte 
sich ein reichlicher Niederschlag gebildet; bei weiterem Stehen 
trat kein vollstindiges Erstarren der Liésung ein. Nach 
24 Stunden abgesaugt und getrocknet. Ausbeute 0,4 g, ent- 
sprechend 94°/, der fir Apfelsiurediiithylester bzw. Apfelsiure- 
dihydrazid berechneten Menge. Schmelzpunkt 171—173°; in 
Mischung mit Apfelsiuredihydrazid trat keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung ein; bei 300facher VergréBerung war keine krystal- 
line Struktur zu erkennen. 

Fraktion 5 besteht wesentlich aus Apfelsiiureester. 


Hydrazide der Fraktion 6 (1835—155°. 


0,6 g Ester, 1,8 ccm absoluter Alkohol, 0,45 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veranderung, nach 
einigen Sekunden starke Triibung und nach '/, Stunde hatten 
sich Warzchen an den Winden und am Boden des Kolbens ab- 
geschieden; ein vollstandiges Erstarren der Mischung trat nicht 
ein. Nach 24 Stunden abgesaugt und getrocknet. Der Nieder- 
schlag fiihlte sich beim Absaugen klebrig an. Ausbeute 0,4 g. 
Schmelzpunkt 143—144° unter vorherigem Sintern. 
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Das ganze Verhalten deutet darauf hin, daB die Fraktion 6 
aus einem Gemisch von viel Apfelsiiureester und wenig Zitronen- 
siiureester besteht. 


Hydrazide der Fraktion 7 (155—165°). 

0,8 g Ester, 2,5 ccm absoluter Alkohol, 0,6 ccm Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung; nach 
einigen Sekunden trat plétzlich eine starke Triibung ein und 
nach wenigen Minuten war das Ganze zu einem steifen Brei 
geronnen. Am Boden des Kolbens hatte sich eine schmierige 
klare Schicht abgesetzt. Nach 24 Stunden wurde die obere 
feste Schicht von der unteren schmierigen abgekratzt, ab- 
sesaugt und getrocknet. Schmelzpunkt 1836—137° Krystalline 
Struktur war erst bei 600facher VergréBerung unter dem 
Polarisationsmikroskop zu erkennen. Wegen der geringen 
Ausbeute wurde von einer weiteren Untersuchung Abstand 
genommen. Die Abscheidung einer klaren schmierigen Schicht, 
welche fiir die Bildung von Zitronensiuretrihydrazid charak- 
teristisch ist, deutet auf die Anwesenheit von Zitronensiure- 
triithylester hin. 


Hydrazide der Fraktion 8 (165—170°). 


1,0 g Ester, 3,0 ccm absoluter Alkohol, 0,7 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung, nach 
einigen Sekunden ploétzliche Triibung, und nach 2 Minuten 
war das Ganze zu einem steifen Brei erstarrt; nach 24 Stunden 
abgesaugt und getrocknet. Der Niederschlag war klebrig, was 
wieder auf die Anwesenheit von Zitronensiureester hindeutet. 
Ausbeute 0,9 g. WeiBes, bréckliges, zum Teil klebriges Pulver. 
Schmelzpunkt 157—160° Bei 300facher VergréBerung war 
keine krystalline Struktur zu erkennen. 


Hydrazide der Fraktion (170—176%). 


1,0 g Ester, 3,0 ccm absoluter Alkohol, 0,7 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung; nach 
einigen Minuten trat Triibung ein und dann erstarrte das 
Ganze sofort zu einem steifen Brei. Nach 24 Stunden ab- 
gesaugt und getrocknet. Ausbeute 0,94 g; farblose, brécklige, 








; 
3 
; 
if 
7, 
i 
. 
i 
Bi 
24 
ot 
t 
+ 
| 
+ 
i 








296 Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag, 


etwas schmierige Masse, die bei 166—168° schmolz. Die 
Mischung mit Apfelsiiuredihydrazid schmolz bei 155—156°. 
Bei 300facher Vergré8erung war keine krystalline Struktur 
zu erkennen. Das Hydrazid diirfte wesentlich aus Apfelsiiure- 
dihydrazid bestehen. 


Hydrazide der Fraktion 10 (176—180%,. 


1,0 g Ester, 5,0 ccm absoluter Alkohol, 0,9 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung, nach 
einigen Sekunden trat plétzlich Triibung ein und dann erstarrte 
das Ganze sofort zu einem steifen, farblosen Brei. Nach 
24 Stunden abgesaugt und getrocknet. Ausbeute 0,97 g. 
Farblose Masse, die bei 178—179° schmolz; in Mischung mit 
Apfelsiiuredihydrazid trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein. 
Bei 300facher VergréSerung war keine krystalline Struktur 


zu erkennen. 
0,0929 g Substanz gaben 27,3 cem N (17°, 748 mm). 


0,1326¢ , » 89,2 (17°, 749 mm), 
Ber. f. C,H, 0;N, Gef. 
34,579/, N 34,04—34,25°/, N, 


Die Mutterlauge des Hydrazids gab beim Eindampfen 
keinen Riickstand. 

Aus dem Hydrazid wurde die Benzylidenverbindung her- 
gestellt. 0,45 ¢ Hydrazid wurden in 25 ccm Wasser geldst, 
die Liésung mit verdiinnter Salzsiture angesiiuert und so lange 
tropfenweise unter kraftigem Umschiitteln Benzaldehyd hinzu- 
gegeben, bis sein Geruch bestehen blieb. Abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Schmelzpunkt 163—164°. 
In Mischung mit Benzylidenipfelsiuredihydrazid trat keine 
Schmelzpunktserniedrigung ein. 

Fraktion 10 besteht aus Malylipfelsiureanhydriddiithyl- 
ester. 


Verseifung der Fraktion 10. 

0,1050 g Ester wurden mit 50,0 ccm n/5-NaOH 2 Stunden 
auf dem siedenden Wasserbade erwirmt; zum Zuriicktitrieren 
verbraucht 42,3 ccm. 

Zur Verseifung verbraucht 7,7 com n/5-NaQOH. 

Berechneter Verbrauch | a s 





Bee, a 
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Silbersalz aus der verseiften Fraktion 10, 


Die bei der Verseifung erhaltene mit n/5-HNO, neutrali- 
sierte Lésung wurde solange mit n/10-Silbernitratlésung ver- 
setzt, als noch ein Niederschlag ausfiel; abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. 


0,1133 g Substanz gaben 0,0704 g Ag. 


Ber. f. C,H,0O;Ag, Gef. 
62,05°/, Ag 62,13°), Ag. 
Zusammenfassung. 


1. Die bisher vorliegenden Arbeiten iiber Crassu- 
laceeniipfelsiure geben keine Sicherheit, da in den 
isolierten Kérpern reine Apfelsiiture und ihre Salze 
vorliegen; die abweichenden Eigenschaften der Cras- 
sulaceenapfelsiure kénnen ihren Grund in Verun- 
reinigungen haben. 

2. Die durch Bleiacetat fillbaren Siuren von 
Echeveria secunda glauca bestehen aus groBen Mengen 
Apfelsiure, verhiltnismaBig groBen Mengen Malyl- 
ipfelsiureanhydrid, Spuren Bernsteinsiure und viel- 
leicht Spuren Citronensiure. 

3. Die abweichenden Higenschaften der Crassu- 
laceenapfelsiure sind durch die Gegenwart von Malyl- 
iipfelsiureanhydrid, welche durch die bisher ange- 
wandten Reinigungsmethoden nicht entfernt wurden, 
bedingt. 

4. Da es eine besondere Crassulaceenapfelsiure 
nicht gibt, sind die an ihre angebliche Existenz ge- 
kniipften theoretischen Erérterungen tiber die Voraus- 
setzungen der Stereochemie hinfillig. 

5. Das Malylipfelsiureanhydrid und analoge 
Koérper haben wahrscheinlich fiir die Entsiuerung 
der Pflanzen Bedeutung. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sagen wir auch an 
dieser Stelle unseren besten Dank fiir die Gewihrung von 
Mitteln zur Ausfiithrung der Arbeit. 














Uber Nucleinsdiure-Eiwei8verbindungen. 
Von 


H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1922, 


Die chemische Zusammensetzung der Kernsubstanzen der 
Zellen ist bisher nur an einer sehr kleinen Anzahl von Kérpern 
eingehender untersucht. Es beruht dies einmal darauf, daB 
solches Material an und fiir sich schwer in geniigender Menge 
und in einwandfreier Beschaffenheit zu bekommen ist, und 
zweitens hat es seinen Grund darin, daB man iiber die beiden 
Komponenten der Stoffe, die Nucleinsiure und die Eiweib- 
kérper, sich lange Zeit nicht geniigend exakte Vorstellungen 
machen konnte, um sie als Grundlagen fiir den weiteren Auf- 
bau der Kernchemie zu verwerten. Die von Miescher aut- 
gefundenen Nucleine der Fischspermien, das Nuclein aus Hefe 
von Hoppe-Seyler, das Lilienfeldsche Nucleohiston aus der 
Thymusdriise und das Pancreasnucleoproteid von Hammarsten 
sind die Stoffe, auf die sich bisher unsere Anschauung von 
den Nucleoproteiden griindet, wenn man von der grofen An- 
zahl der sogenannten Nucleoproteide absieht, die nach Analogie 
des Hammarstenschen Verfahrens aus allen méglichen Or- 
ganen dargestellt sind und deren nihere Charakteristik sich 
meist auf einige Klementaranalysen und Drehungsbestimmungen 
beschriankt, die nicht als Unterlage fiir genauere Berechnungen 
verwertet werden kénnen. Zu den eingehender untersuchten 
Nucleoproteiden kann man auch noch das Nucleoproteid aus 
Milz rechnen. 











Uber Nucleinsiure-Eiweiiverbindungen. 299 


Da die Nucleoproteide aus einem sauren Anteil (einer 
Nucleinsiure) und einem basischen Anteil (einem basischen 
EiweiBkérper) bestehen, so lag natiirlich von Anfang an der 
Gedanke nahe, daB diese beiden Kérper in der Zelle dort, wo 
sie nebeneinander vorkommen, Salze bilden und da8 auch die 
Nucleoproteide Salze der Nucleinséiuren mit basischen Kiweib- 
kérpern sind. Zu einer allgemeinen Annahme dieser An- 
schauung ist es aber nicht gekommen, weil es nie gegliickt 
war, aus den Nucleoproteiden durch einfache Umsetzungen 
restlos die einzelnen Komponenten zu extrahieren. Im Gegen- 
teil schienen hier die Versuchsergebnisse sowie diejenigen an- 
derer Methoden (elektrische Uberfiihrbarkeit) dafiir zu sprechen, 
daB die Nucleoproteide einen Teil ihres EiweiBes fester ge- 
bunden enthielten, wie den Rest und das bekannte Schema: 


Nucleoproteid 
Nuclein  EiweiB (locker gebunden) 
Nucleinsiiure § Eiwei8 (fester gebunden) 


findet man fast iiberall als Ausdruck dieser Anschauung. Seit- 
dem nun durch die Untersuchungen des einen von uns die 
Zusammensetzung der Thymonucleinsiure genau bekannt ist 
und seitdem unsere Kenntnisse der Protamine und Histone 
dank der Arbeiten Kossels geniigend fortgeschritten sind, 
lassen sich die Fragen nach den Bindungsverhiltnissen in den 
Nucleoproteiden besser entscheiden. Durch die quantitative 
Bestimmung der Thymonucleinsiiure in den Nucleoprotaminen 
und im Nucleohiston li8t sich der auf die Eiwei8komponente 
entfallende Rest genau bestimmen und ferner kann man noch 
auf einem anderen Wege einwandfreies Vergleichsmaterial er- 
halten. Durch Zusammenbringen der berechneten Menge von 
thymonucleinsaurem Natrium und Clupeinsulfat lat sich kinst- 
lich eine Verbindung — thymonucleinsaures Clupein — er- 
zeugen, die nun nach ihrer Herstellungsweise sicher ein Salz 
ist. Durch Vergleich mit dem natiirlichen Produkt, aus den 
Képfen der Heringsspermien gewonnen, kann man feststellen, 
daB zwischen den beiden Substanzen kein analytischer Unter- 
schied besteht. Es ist deswegen mit Sicherheit anzunehmen, 
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daB das ,,Nuclein“ aus Fischspermien tatsichlich ein Salz der 
Thymonucleinsiure mit dem basischen Clupein ist.) 

Da nun -nach dem oben wiedergegebenen Schema die 
Nucleine aus den Nucleoproteiden durch Abspaltung von locker 
gebundenem HiweiB entstehen sollen, die Nucleine der Fisch- 
spermien aber, die nach dem Schema das HiweiB fester ge- 
bunden halten sollten, zweifellos Salze sind, so gewinnt die 
Anschauung, daB auch die Nucleoproteide Salze der Nuclein- 
siuren mit basischen EiweiBkérpern sind, sehr an Wahr- 
scheinlichkeit. 


Diese Ansicht wird gestiitzt durch Versuche, die der eine 
von uns am Nucleohiston ausgefiihrt hat.?) Gerade beim Nucleo- 
histon hatte es sich gezeigt, da& nur ein Teil des KiweiBes 
mit Salzsiure leicht extrahierbar war, daB man hier also in 
der Tat durch Salzsiiureextraktion zu einem ,,Nuclein“ kommen 
konnte, das noch EKiwei8 in anscheinend festerer Bindung von 
Nucleinsiure gebunden enthielt. Es wurden nun auch hier 
thymonucleinsaures Natrium und Histonsulfat in iiquivalenten 
Mengen zusammengebracht und der entstandene Niederschlag 
von nucleinsaurem Histon niher untersucht. Dabei stellte sich 
heraus, daB auch das nucleinsaure Histon, also ein zweifelloses 
Salz der Thymonucleinsiure mit dem Histon, bei der Extraktion 
mit Salzsiiure nicht alles Histon an die Siure abgab, sondern 
einen Teil fester zuriickhielt, also gewissermaBen ein ,,Nuclein“ 
vortiiuschte, von dem hier natiirlich nicht die Rede sein konnte. 

Die Analysenzahlen des nucleinsauren Histons stimmten 
zwar nicht mit den Werten fiir das Lilienfeldsche Nucleo- 
histon iiberein, aber es lie8 sich zeigen, daB das Nucleohiston 
in seiner Zusammensetzung iiberhaupt keine Konstanz aufwies, 
sondern da die Zusammensetzung ganz von der Darstellungs- 
methode abhing. Die Nucleinsiiure schlagt eben bei der Aus- 
fillung des Nucleohistons ein wechselndes Gemenge basischer 
EiweiSkérper mit nieder. In diesem Niederschlage ist nun 
auch thymonucleinsaures Histon vorhanden. Die meisten Prii- 





1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 72, 8. 305; Bd. 73, 8. 471; Bd, 83, S. 72. 
2) Diese Zs. Bd. 87, S. 207; Bd. 90, S, 291. 
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parate von Nucleohiston hatten fast das gleiche Verhiltnis von 
P:N wie das nucleinsaure Histon.?) 

P:N im Nucleohiston (Priparat C) =.1: 3,44. 

oe. ao - nach Bang = 1: 3,23. 

P:N_ ,, thymonucleinsauren Histon = 1: 3,21. 


Voraussichtlich werden sich ahnliche Verhiltnisse auch fiir 
die tibrigen Nucleoproteide nachweisen lassen. 

Es wiirde sich dann das einfache Schema ergeben: 

Nucleoproteide (Nucleoprotamine) 
Nucleinsiiure § Eiweif 

Wollte man radikal vorgehen, so miiBte man die ganze 
Gruppe der Nucleoproteide verschwinden lassen, denn die 
Nucleinsiuren bilden eine Kérperklasse fiir sich und den basischen 
Paarling hitte man in die Klasse der Proteine zu verweisen. 
Da aber die Nucleoproteide so viele gemeinsame und charakte- 
ristische Eigenschaften haben, halten wir es fiir gerechtfertigt, 
den historischen Namen weiter beizubehalten. Man darf sich 
dann nur nicht durch die Zusammenkniipfung von Nuclein- 
siure an EiweiB, wie sie im Namen Nucleoproteid zum Aus- 
druck kommt, zu der Ansicht verleiten lassen, dai gerade eine 
solche Bindung in den Zellkernen auch vorhanden sein miBte. 
Das braucht gar nicht der Fall zu sein, und die Befunde, bei 
denen wohl Nucleinsiuren, aber keine basischen Eiwei8kérper 
sich haben aus Organen oder Zellkernen extrahieren lassen, 
scheinen darauf hinzudeuten, da8 Nucleinsiuren auch in anderer 
Bindung, etwa an anorganische Basen, in der Zelle vorkommen 
kénnen. 

Um diesen Anschauungen eine breitere Basis zu geben, 
haben wir es fiir nétig gehalten, weitere Salze von Nuclein- 
siuren mit EKiweiBkérpern herzustellen. Die bisherige Nuclein- 
sure, die zu den Untersuchungen gedient hat, war die 
Thymonucleinsdure; sie war gewahlt, weil ihre quantitative 
Zusammensetzung am besten bekannt ist und weil auch die 
bekanntesten natiirlichen Produkte gerade die Thymonuclein- 
siure als Paarling enthalten, also immer natiirliches Vergleichs- 





*) Diese Zs. Bd. 90, S. 298. 
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material vorhanden war. Wir haben jetzt zwei andere Nuclein- 
siuren in den Kreis unserer Untersuchungen gezogen, von 
denen die eine, die Guanylsiiure, nach ihrer Zusammensetzung 
vollkommen bekannt, die andere, die Hefenucleinsiure, annihernd 
bekannt ist. Wir haben uns als Base zuniichst das Clupein 
ausgewahlt, werden aber gelegentlich auch andere KiweiBstofte 
auf ihr Salzbildungsvermégen mit Nucleinsiuren priifen. 


1. Guanylsaures Clupein. 


Das von uns benutzte Clupeinsulfat war auf bekannte 
Weise gewonnen, mehrmals gereinigt und lieferte folgende 
Analysenwerte: 

0,4328 g verloren beim Trocknen bei 80—90° 0,0360 g H,O = 
8,32°/, H,0. 

0,2216 g lufttrockener Substanz liefern 0,0998 g BaSO, = 18,92°/, 
H,SO,. 

0,3526 g lufttrockener Substanz siittigen 54,3 cem n/10-H,SO, = 
21,56°/, N (Kjeldahl. 

0,2726 g lufttrockener Substanz sittigen 41,8 ccm n/10 H,SO, = 
21,46°/, N (Kjeldahl). 

Das sekundire guanylsaure Natrium, gewonnen aus ana- 
lysenreinem krystallisierten tertiiéren Natriumsalz, enthielt luft- 
trocken 4,95°/, Na. 1,1568 g (lufttrocken) gaben, nach Neu- 
mann mit HNO, und H,SO, verbrannt, 0,1769 g Na,SO, = 
4,95°/, Na. Es wurden nun iquivalente Mengen von beiden 
Kérpern, auf H,SO, und Na berechnet, zusammengebracht, 
5,3 g Clupeinsulfat wurden in ca. 30 com Wasser gelést und 
tropfenweise mit einer Liésung von 4,19 g sekundiaren guanyl- 
sauren Natriums in ca. 30 ccm Wasser versetzt. Jeder ein- 
fallende Tropfen erzeugte zuniichst einen weiBen, flockigen 
Niederschlag, der sich beim Umriihren wieder aufléste. Erst 
als der ganze Betrag an guanylsaurem Natrium zugefiigt war, 
trat eine bleibende Fiallung auf, die durch einen weiteren 
Zusatz von guanylsaurem Natrium nicht mehr vermehrt werden 
konnte Der schwere, pulverige, weiBe Niederschlag wurde 
abfiltriert, kurz mit Wasser gewaschen und mit 96°/,, dann 
mit absolutem Alkohol getrocknet. Es resultierte ein schweres, 
feines, weiBes Pulver in einer Ausbeute von 7,1 g. Berechnet 
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fiir guanylsaures Clupein 8,2 g. Es verlor beim Trocknen im 
Vakuum bei 80° 7,89°/, H,0O. 

0,4563 g verloren 0,0359 g H,O = 7,87°/, H,O. 

0,2361 g 9” 0,0187 g HO = 7,92°/, H,O. 

Lufttrocken nach Kjeldahl bzw. nach Neumann ana- 
lysiert, lieferte es folgende Werte: 


0,2004 g neutralisieren 31,8 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl) = 21,88°), N. 


0,2340 ¢ Be 36,5 eem n/10-H,SQ, ( ‘a ) = 21,86°/, N. 
0,2722 g “ 20,75 cem n/2-NaOH (Neumann)= 4,22°/, P. 
0,2286 g - 17,15 eem n/2-NaOH ( a )= 4,16°, P. 


2. Hefenucleinsaures Clupein. 
Das hefenucleinsaure Natrium enthielt 5,2°/, Natrium. 


2,0830 g (lufttrocken), nach Neumann verascht, liefern 0,1066 g 
Na, SO, = 5,12°/, Na. 

1,7128 g (lufttrocken), nach Neumann verascht, liefern 0,0889 g 
Na,SO, = 5,19°/, Na. 

0,2496 g verloren beim Trocknen bei 80—90° 0,0206¢ H,O = 
8,25°/, HO. 

0,3660 g (lufttrocken) sittigen 35,9 ccm n/10-H,SO, = 13,73°/, N 
(Kjeldahl), 


0,2442 g (lufttrocken) siittigen 24,2 ccm n/10-H,SO, = 13,87°/, N 
(Kjeldahl). 

Ks wurde im iibrigen genau wie beim 1. Versuch verfahren. 

1,8 g Clupeinsulfat wurden in ca. 30 ccm Wasser gelist 
und mit einer Lésung von 3 g hefenucleinsaurem Natrium ver- 
setzt (A4quivalente Mengen, auf Natrium und Schwefelsiure be- 
zogen). Dabei entstand zuniichst nur eine Triibung, die auch 
beim Umriihren nicht verschwand. Als alles hefenucleinsaure 
Natrium zugesetzt war, hatte sich eine allmahlich zu Boden 
sinkende délige Fallung gebildet. Diese wurde zunichst durch 
Dekantieren mit Wasser gewaschen, dann mit absolutem Alkohol 
getrocknet. Dann erhielt man einen leicht zu zerreibenden 
weiBen Kérper, der in Form eines feinen Pulvers analysiert 
wurde. Ausbeute 3,5 g. Fir hefenucleinsaures Clupein berech- 
net: 4,3 g, Die Substanz wurde bei 80° zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und lieferte dann folgende Werte: 


0,1965 g neutralisieren 29,1 cem n/10-H,SO, (Kjeldahl) 
0,2265 g ‘ 33,9 cemn/10-H,SO,( __,, ) 


== 20,75°/, N. 
= 20,979/,N. 
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0,2357 g neutralisieren 24,2 cem n/2-NaOH (Neumann) = 5,69°/, P. 

0,2471 g - 25,5 cem n/2-NaOH ( »' j= 572°, P. 

Um unsere Resultate und die darauf fuBenden Berech- 
nungen einigermaBen kontrollieren zu kénnen, haben wir noch 
einen dritten Versuch angestellt. Schon vor einigen Jahren 
hatte der eine von uns Herrn Feulgen veranlaBbt, Verbindungen 
der Thymonucleinsiure mit basischen Farbstoffen herzustellen 
und niher zu untersuchen.') Wir hatten damals als solche 
basischen Farbstoffe das Malachitgriin, das Krystallviolett und 
das Methylenblau gewihlt. Nun haben wir den entgegen- 
gesetzten Weg eingeschlagen und ein Salz einer Farbsiure mit 
Clupein gewonnen. Man muBte dazu einen Farbstoff nehmen, 
der erstens ziemlich rein im Handel zu haben war und der 
ferner ein &bnliches analytisch charakteristisches Element in 
seinem Molekiil hatte, wie dies bei der Nucleinsiure mit dem 
Phosphor der Fall ist. Wir wihlten also das Eosin, das Brom 
in seinem Molekiil enthalt und das also auch in Salzen durch 
seinen Bromgehalt leicht bestimmt werden kann. Es wurde 
in Form seines Natriumsalzes verwandt und man muBbte durch 
Darstellung eines Eosinclupeins eine Verbindung in chemisch 
analysierbarer Form erhalten, die analog zusammengesetzt sein 
muBte wie die von den Histologen als gelegentliche Bestand- 
teile der Zelle beschriebenen eosinophilen Granula. Bei diesen 
handelt es sich natiirlich um einen anderen basischen Eiweib- 
kérper als Clupein. 


3. Eosinclupein. 


Das von uns benutzte Eosinnatrium enthielt, bei 100° 
getrocknet, 46,79°/, Brom. Berechnet fiir C,,H,O,Br,Na,: 
46,21°),. 

0,1940 g bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet, liefern 
0,2139 g Br (Carius) = 46,92°/, Br. 

0,2870 g bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet, liefern 
0,3149 g Br (Carius) = 46,69°/, Br. 

2¢ Clupeinsulfat in etwa 50 ccm Wasser wurden mit einer 
Lisung von 8,2 g Kosinnatrium in etwa 50 ccm Wasser ver- 





1) Diese Zs. Bd. 80, 8. 73; Bd, 84, S. 309. 
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setzt. Es entstand sofort ein ziegelroter, pulveriger Niederschlag, 
der sich auf weiteren Zusatz von Eosinlésung nicht vermehrte. 
Er wurde mit Wasser gewaschen, in dem er fast unléslich war, 
und mit Alkohol getrocknet. Ausbeute 4,7 g. Berechnet: 4,6 g. 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Trocken- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
0,3882 g neutralisieren 30,9 ecm n/10-H,SO, (Kjeldahl) = 11,15°/, N. 
0,5085 g a 41,7 ,, n/10-H,SO,( ,, ) = 11,499, N. 
0,3625 g ergeben 0,2518 g AgBr (Carius) = 29,56°/, Br. 
0,4226¢ ,, 0,29296g AgBr( ,, ) = 29,47°/, Br. 
9,020 mg liefern 12,365 mg CO, und 3,250 mg H,0. 
10,065 mg ,, 13,687mg CO, ,, 3,325 mg H,O. 
Sucht man sich nun aus diesen Zahlen ein Bild von der 
Zusammensetzung der Salze zu machen, so ergibt sich folgendes: 
Das guanylsaure Clupein enthalt, auf trockene Sub- 
stanz berechnet, 4,56°/, P und 23,749/, N. Da der Guanyl- 
siure die Formel (,,H,,O,N,P zukommt mit einem Verhiltnis 
von P:N = 1:2,26, so muB das Salz aus 53,33°/, Guanylsdure 
und 46,67 °/, Clupein bestehen. Vom Stickstoff entfallen 10,28 g 
auf Guanylsiure, es bleiben also fiir das Clupein 13,46 g iibrig. 
Das wiirde einem Gehalt von 28,84°/, N fiir Clupein ergeben. 
In analoger Weise laBt sich fiir das Eosinclupein fol- 
gendes ermitteln: Das Salz enthalt 29,52°/, Br und 11,32°/, N. 
Fiir Eosin = C,,H,O,Br, ergibt sich ein Gehalt des Salzes 
von 59,81°/, Kosin und 40,19°/, Clupein. Da hier der gesamte 
Stickstoff dem Clupein zukommt, erhalt man einen Wert von 
28,17°/, N fiir Clupein. Der Wert stimmt also recht gut mit 
dem beim guanylsauren Clupein erhaltenen iiberein. 


Fiir das hefenucleinsaure Clupein 1laBt sich eine so 
einfache Berechnung nicht aufstellen, weil die Formel der 
Hefenucleinsiure noch nicht sicher feststeht. Legt man die 
Kowalewskysche Formel zugrunde, so erhilt man: Bei einem 
Gehalt von 5,70°/, P und 20,86°/, N besteht das Salz aus 
61,15°/, Hefenucleinsiure von der Formel C,,H,,0,,N,,P, und 
38,85°/, Clupein. Da in der Hefenucleinsiure P:N = 1:1,962 
verlangt ist, wiirde sich fiir Clupein ein N-Gehalt von 24,89°/, 
ergeben, der annaihernd den obigen Werten entspriche. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIL. 20 
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Legt man das in der Hefenucleinsiure experimentell ge- 
fundene Verhiltnis P:N = 1:1,75 der Berechnung zugrunde, 
so erhalt man eine Zusammensetzung von 62,58°/, Hefenuclein- 
siure und 37,42°/, Clupein. Vom Stickstoff waren 9,98 ¢ 
Clupeinstickstoff. Das gabe einen Gehalt von 29,08°/, N fir 
Clupein. 

Man steht hier bei dem letzten Salz vor ihnlichen Schwie- 
rigkeiten wie bei dem friher dargestellten thymonucleinsauren 
Clupein. Auch dort lieB sich der auf die beiden Komponenten 
entfallende Anteil noch nicht genauer bestimmen, weil die 
MolekiilgréBe der Thymusnucleinsiure auch noch nicht mit der 
gewiinschten Sicherheit festgestellt werden kann. Fir die 
beiden ersten hier beschriebenen Salze fallt diese Schwierig- 
keit fort, man erhilt hier gut iibereinstimmende Zahlen fiir 
den Prozentgehalt des Clupeins an Stickstoff, die auch mit der 
aus dem Clupeinsulfat berechneten befriedigend iibereinstimmen 
(18,92°/, H,SO,, 72,76°/, Clupein = 29,55°/, N im Clupein): 
ein Zeichen, daB hier die Verhiltnisse in der Tat leicht iiber- 
sehbar sind. 

Man kann noch einen Schritt weiter gehen und nun ver- 
suchen, das Molekulargewicht des Clupeins aus den Salzen zu 
berechnen, Hierbei erhilt man als einfachsten Ausdruck Werte, 
die annaihernd den Molekulargewichten entsprechen, wie sie im 
Durchschnitt fiir ein Diarginylalanin oder Diarginylprolin oder 
Diarginylserin verlangt sind. Es wiirde sich so eine Bestatigung 
der Kosselschen Anschauungen von der Struktur der Protamine 
ergeben, die auf einem ganz anderen Wege gewonnen wire. 


Die eingehendere Besprechung der Folgerungen in bezug auf 


die MolekulargréBe méchten wir aber verschieben, bis wir ein 
gréBeres Material gesammelt haben. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln ausgefiihrt, fiir 
deren Bewilligung wir dem Kuratorium der Grifin Bose-Stif- 
tung unseren besten Dank sagen. 























Die proteolytischen Enzyme der Nieren. 


Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1922. 


Als Material fiir die im folgenden beschriebenen Versuche 
dienten Nieren vom Pferde, da nur solche in ganz frischem 
Zustande und zugleich in geniigender Menge mir zu Gebote 
standen. Die Methode der Untersuchung war die neulich von 
mir bei der Untersuchung der Milzenzyme gebrauchte. ?) 

Das Organ wurde also zuniachst in einer Fleischmiihle 
zerkleinert. Dann kamen auf 100 g Niere 300 g Wasser + 
2cem 20°/,ige Essigsiure; das Ganze wurde mit Chloroform 
und Toluol 24 Stunden bei 37° gehalten und darauf filtriert 
das Filtrat wurde 4 Tage gegen Leitungswasser dialysiert 
(Liésung A). 

Der Riickstand auf dem Filter wurde mit Wasser gut ge- 
waschen und dann mit 150 ccm Caseinlésung (20 g Casein 
nach Hammarsten + 400 ccm H,O + 100 ccm 0,1-n. NaOH) 
20—24 Stunden bei 37° behandelt und filtriert. Das Filtrat 
(Caseinextrakt B). 

Der Riickstand nach der Extraktion mit Casein wurde 
mit Wasser gut ausgelaugt und gewaschen und nunmehr mit 
5°/, NaCl-Lésung 24 Stunden bei 37° extrahiert. Das Filtrat 
nach der Extraktion wurde mit 30 g Am,SO, auf 100 ccm 
versetzt; der dabei entstandene Niederschlag wurde mit wenig 
Wasser ein paar Tage dialysiert, worauf der zuriickbleibende 
Niederschlag abfiltriert und in so wenig schwacher NaOH wie 
méglich aufgelést wurde (Lésung C). 


) Jl. of Biol. Chem. 1922. 
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Enzymwirkung der Lésung 4. 


Die Lésung A enthilt eine ziemliche Menge an einem 
bei saurer Reaktion wirkenden, von mir und Rowland vorher 
nachgewiesenen') und von H. D. Dakin des niheren unter- 
suchten Enzyms.”) AuBerdem findet sich in derselben Liésung ein 
am besten beijalkalischer Reaktion (p,, = 7,8) auf Pepton wirkendes 
Enzym (Erepsin}. Auf Casein wird bei alkalischer Reaktion nur 
eine sehr schwache Wirkung erhalten, welche méglicherweise 
zum Teil auf die Kinwirkung des Erepsins auf in der Lésung 4 
vorhandenes Pepton zuriickzufiihren sein diirfte. Die angefiihrten 
Ergebnisse sind aus den unten gegebenen Ziffern zu ersehen. 

Die Proben waren folgendermafen zusammengesetzt: 
20 com Loésung A + 25 ccm Caseinlésung (siehe oben) + die 
angegebenen Mengen an 0,1-n. NaOH oder 0,2-n. HCl. Mit 
Wasser wurde auf dasselbe Volumen aufgefiillt. Die Proben 
wurden 3 Tage bei 37° gehalten, worauf ein gegebenes Volumen 
Gerbsiurelésung *) zugesetzt wurde und der Stickstoff in gleichen 
Volumina der Filtrate bestimmt wurde. Die angefiihrten 
Ziffern bedeuten die Anzahl 0,1-n.H,SO,, welche zum Neu- 
tralisieren des gebildeten Ammoniaks gebraucht wurden. Der 
in der Kontrollprobe mit erhitzter Enzymlésung erhaltene Wert 
ist bereits abgezogen, wird aber bei den verschiedenen Ver- 
suchsserien angefiihrt. In gewissen der Proben wurde p,, fiir 18° 
elektrometrisch bestimmt, und zwar vor der Enzymwirkung. Die 
Ergebnisse eines Versuchs mit Casein als Substrat waren folgende: 

4cem NaOH 1,75 
; 2,6 
1 4,9 
" 7,85 Py = 8,54 
10,95 
18,8 
sae 23,0 
ss 24,25 
" 82,3 p,, = 5,02 


> 


Pe & DK © = bo 
<2) 
© - 
— 





1) Diese Zs. Bd. 32, 8. 531 (1901). 

*) J. of Physiol. Bd. 30, S. 84 (1904). 

°) 100 g Gerbsiure + 50 g NaCl +50 g Natriumacetat + 50 ccm 
Eisessig in 1 Liter Lisung. 
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Die Kontrollprobe ergab 1,6. Wie ersichtlich, ist die saure 
Reaktion entschieden giinstiger fiir die Kinwirkung auf Casein, 
als die alkalische. Aus dem Versuch ist aber nicht zu er- 
sehen, bei welchem p,, die maximale Wirkung stattfindet. Bei 
einem weiter unten anzufiihrenden Versuch wurde aber die 
grdBte Wirkung bei py = 4,28 erhalten (S. 315). 

Die Einwirkung der Lésung 4 auf Pepton ist aus folgendem 
Versuch zu ersehen. Die Proben waren wie oben zusammen- 
gesetzt; nur enthielten dieselben anstatt 25 ccm Caseinlésung 
dasselbe Volumen an Peptonlésung. ’) 


4ccm NaOH 12,1 

3 5 ” 12,3 

eo oe 12,95 

o2- 13,2 

o ~ = 14 Pp, = 7,82 
1, 3G 13,0 

2 5 ” 10,8 

3 5, yy 9,8 

4 5 ” 4,8 


Die Kontrollprobe ergab 14,5. Die maximale Wirkung liegt 
entschieden bei schwach alkalischer Reaktion. 


Enzymwirkung des Caseinextraktes B. 


Das Cas. extr. B, erhalten von der Pferdeniere, scheint 
dieselben Enzyme zu enthalten wie die oben behandelte Lésung A, 
obwohl das Verhaltnis zwischen den Mengen der Enzyme ein 
anderes sein kann. Mit 20 ccm des Cas. extr. B und 25 ccm 
Caseinlésung als Substrat wurden folgende Ziffern erhalten. 
Die bereits abgezogenen Kontrollziffern waren in den beiden 
Reihen 22,1 bzw. 18,75. 


I, II. 
6 eem NaOH — 2,85 
Ses 2,05 p, = 8,21 oe 
Og 5g ae 3,35 
3 ” ” a. a 
Sig 5,4 3,3 
Pe 4 5,5 ue 
0 - 1,15 4,6 





') Die Peptonlésung wurde in der Weise bereitet, wie Diese Zs. 
Bd. 112, 8, 254, FuBnote 2 angegeben wird. 
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I. Il. 
1 ecm HCl 16,1 9,15 
a 21,8 p, = 5,62 12,25 p, = 5,54 
aes 19,95 11,05 
Te ees 15,6 8,5 
D5 ” 14,05 Cae 
6, ” 14 ‘fea 
a im 1,1 p, = 2,76 we 


Wie ersichtlich wurde hier die optimale Wirkung bei einer 
Reaktion erhalten, welche etwas weniger sauer war, als mit der 
Lésung A, was wohl an einer verhiltnismiBig gréBeren Menge an 
Erepsin in dem Cas. extr. B, als in der Liésung 4 liegen diirfte. 
AuBerdem ist aus den Ziffern zu ersehen, daB bei p,, = 2,76, welche 
Reaktion sich der fiir die Pepsinwirkung giinstigsten nihert, prak- 
tisch keine Wirkung erhalten wurde. Bei alkalischer Reaktion fand 
eine geringe Wirkung statt, welche wohl durch die Kinwirkung des 
Erepsins auf in dem Cas. extr. vorhandenes Pepton zustande kam. 

Die Einwirkung des Caseinextrakts B auf Wittes Pepton 
ist aus folgender Tabelle zu ersehen. 20 ccm Cas. extr. wirkte 
auf 25 ccm Peptonlésung ein. Die Kontrollprobe ergab 40,6, 
welche Ziffer wie iiberall bereits abgezogen ist: 


5 ecm NaOH 8,35 
cau Ye 8,5 
Bes Foes 9,2 
. - 8,9 
i 9,15 
_ ‘~ 7,75 
1, 2 8,9 
ec: = ns 8,0 
- x i 6,3 
But Ae 3,6 


Eine starke Kinwirkung findet also statt sowohl bei alkalischer 
wie bei saurer Reaktion, ohne da8 ein bestimmtes Maximum an- 
gegebenwerdenkann. Méglicherweise sind zwei Maxima vorhanden. 


Enzymwirkung der Lésung C. 


Die Liésung C, in oben angegebener Weise erhalten von 
der Milz, enthielt ein Enzym, das seine stirkste Wirkung auf 
Casein bei entschieden alkalischer Reaktion entfaltete (py = 8,8). 
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Aus der Pferdeniere habe ich kein derartiges Enzym mit 
Sicherheit erhalten kénnen. In einem Falle zeigte die Lésung 
ihre starkste Wirkung, die immerhin sehr schwach war, bei 
saurer Reaktion. In einem anderen Falle wurden folgende 
Ziffern erhalten (der Kontrollwert 0,7 abgezogen). 


5 eem NaOH 2,0 
es. *, 2,8 
Oo. 3,1 p,, = 8,46 
res 2.9 
‘ek G 2,45 
(ge ee 2.2 
1 , HCl 2,95 py, = 6,09 
ae 2,65 
35 %9 1,3 


Hier existiert kein ausgesprochener Unterschied zwischen 
der Wirkung bei alkalischer und bei saurer Reaktion, und die 
Enzymwirkung ist iiberhaupt sehr schwach. 

Aus den Versuchen, iiber welche ich oben berichtet habe, 
geht also hervor, daB die Pferdeniere ein Enzym enthilt, das 
seine stiirkste Wirkung auf Casein bei schwach saurer Reaktion 
ausiibt. Ob ein Enzym vorhanden ist, das seine maximale 
Wirkung auf Casein bei alkalischer Reaktion hat, geht aus 
meinen Versuchen nicht mit Sicherheit hervor. LExistiert ein 
solches Enzym, muB es sehr schwach sein. AuBerdem ist zu 
verzeichnen, daB die Niere auch ein am besten bei alkalischer 
Reaktion wirkendes Erepsin enthalt. 


Kinwirkung vonSiurebehandlung aufdie Enzymmengen. 


Die Wirksamkeit der zwei nachgewiesenen Enzyme fallt 
entschieden gréBer aus, wenn das Organ zundchst mit einer 
schwachen Siure behandelt wird als ohne solche Behandlung, 
und in dieser Beziehung verhalt sich die Niere folglich in der 
gleichen Weise wie die Milz. Der Weg, auf welchem dies ge- 
funden wurde, war auch derselbe wie der fiir die Milz betretene. 
Zunichst wurde die ganze Nierensubstanz in folgender Weise 
fiir den Versuch benutzt. 


3 Proben, enthaltend 20 g Nierensubstanz + 22 ecm H,O + etwas 
MgO wurden 24 Stunden bei 37° aufbewahrt (£). 
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3 Proben in der gleichen Weise zusammengesetzt, aber ohne MgO, 
wurden in der gleichen Weise behandelt (/). 


6 Proben mit 20g Nierensubstanz + 20 ccm H,O + 2 ccm 2°, ige 
Essigsiure wurden ebenfalls 24 Stunden bei 37° gehalten (@). 


Darauf wurden die Proben folgendermaBen kombiniert: 


E + G echitst + 15cem HO +MgO. .......sse he 
EZ erhitet+@+15 ,, HO+MgO.......... 2 
(+ G@)erhitzt +15 ,, H,O + MgO. Saar | 
F + G@ erhitzt + 15 cem H,O + 2 ccm 2°, ige Essigsiiure . . 4. 
F erhitzt+ G+15 , H,O+2 , 2° ige Es 5 
(f+ G)erhitzt+15 , H,O+2 ,, 2°, ige s 6 


Die Proben 1—6 wurden 3 Tage bei 37° gehalten, dann 
mit je 40 ccm Gerbsiurelésung versetzt und der Stickstoff in 
50 ccm Filtrat bestimmt. 


Nr. 1 36,0; Kontrollwert abgezogen: 2,5 


» 2 36,9 a - 3,4 

, 8 33,5 

ak aa : 2 8,2 

» 5 56,5 " * 21,0 
6 35,5 


”? 


Die Enzymwirkung in Nr. 1 und 2 fand bei p, = 88 
(ungefahr) statt, da die Proben von dem aufgelésten MgO al- 
kalisch waren. Wie ersichtlich, war in Nr.1 die Enzymmenge 
wirksam, welche in 20 g Nierensubstanz vorhanden war, nach- 
dem dieselbe 24 Stunden bei 37° mit MgO (p,, etwa = 8,8) 
behandelt worden war. In Nr. 2 war die Enzymmenge wirk- 
sam, welche nach Behandlung mit Essigsaiure (p, etwa = 5,6) 
vorhanden war. Die Enzymwirkung war in beiden Fallen un- 
bedeutend, aber dennoch ein wenig kriaftiger in Nr. 2 als in 
Nr. 1, was wahrscheinlich in der Weise zu deuten ist, daB die 
Erepsinmenge in Nr. 2 (mit G wirksam) gréBer war als in Nr. 1 
(mit # wirksam), und daB etwas Albumosen und Pepton vorhanden 
war, auf die die vorhandenen Erepsinmengen einwirken konnten. 

Der Unterschied zwischen den Analysenwerten in Nr. 5 
und 4 ist sehr bedeutend, was offenbar in der Weise zu deuten 
ist, daB die Nierensubstanz nach Behandlung mit schwacher 
Saiure (G) mehr bei saurer Reaktion wirkendes Enzym enthilt 
als nach Behandlung mit Wasser (/F). 
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In einem anderen, dhnlichen Versuche wurde die Niere 
zunichst mit physiologischer NaCl-Lésung durch das GefaB- 
system so lange ausgespiilt, bis die Flissigkeit farblos ausfloB 
und dann in der Fleischmiihle zerkleinert. Dann wurden 
3 Proben, enthaltend 10 g Nierensubstanz + 20 ccm H,0O, 
20 Stunden bei 37° gehalten (/), und 3 Proben, enthaltend 
10 g Nierensubstanz + 20 ccm H,O + 2 ccm 2°/, ige Essigsiure 
wurden ebenfalls 20 Stunden bei 37° gehalten (G). Dann 
wurden folgende Mischungen hergestellt, 3 Tage bei 37° auf- 
bewahrt und wie oben analysiert. 


F + G erhitzt + 15 cem H,O + 2 cem 2°/,ige Essigsiiure . . 1. 
F erhitztt+G+i15 , 4, +2 , 2 %,ige . 
(F+G)erhitzt+15 , 5 +2 , 2°/, ige 3 > ae 


Die Analysenresultate waren: 

Nr. 1 47,4 ; Kontrollwert abgezogen: 12,6 
, 2 10,85 : 35,55 
, 8 348 - . 35,55 

Auch hier enthielt also die siurebehandelte Probe be- 
deutend mehr bei saurer Reaktion wirkendes Enzym als die 
einfach mit Wasser behandelte. 

Wie oben hervorgehoben, wurde bei den eben beschrie- 
benen Versuchen die ganze Nierensubstanz mitgenommen. Bei 
den folgenden Versuchen, welche dieselbe Frage behandeln, 
wurde fiir die Bestimmung der Enzymmengen nur die in 
Lésung gegangenen Enzymmengen studiert. AuBerdem wurde 
auch in bezug auf die Siurebehandlung in anderer Weise ver- 
fahren, indem die zu vergleichenden Proben beide mit Siure 
behandelt wurden, die eine sofort und die andere erst nach 
vorangegangener Behandlung mit Wasser allein. 2 Proben, 
enthaltend 100 g Nierensubstanz + 300 ccm H,O wurden 
24 Stunden bei 37° gehalten. Dann wurde die eine filtriert; 
P, wurde im Filtrat = 6,8 gefunden. 20 ccm Filtrat wurde 
mit 10 cem Gerbsiure gefillt. Der Stickstoff in 20 ccm Gerb- 
saurefiltrat entsprach 9,1 ccm 0,1-n. Saure. 

Die andere der zwei Proben wurde nach dem 24 stiindigen 
Aufbewahren bei 37° mit 2 com 20°/, Essigsiiure versetzt, 
abermals 24 Stunden bei 37° gehalten und dann filtriert. Das 
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Filtrat ergab p,, = 5,14 und N = 12,7. Ein gegebenes Volumen 
des Filtrates wurde 3 Tage gegen Leitungswasser dialysiert. (L). 

100 g Nierensubstanz + 300 ccm H,O wurde sofort mit 
2 ccm 20°/, iger Essigsiiure versetzt, 24 Stunden bei 37° ge- 
halten und filtriert. Das Filtrat ergab p, = 5,20; N = 12,7. 
Dialyse wie im vorigen Falle (JZ). 

Nach der Dialyse wurden Z und M auf dasselbe Volumen 
aufgefiillt. Fiir beide wurde p,, = 8,57 gefunden. Dann wurden 
Proben bereitet, welche alle 20 com J oder M + 25 ccm Casein- 
lésung und die unten angegebenen Mengen 0,1-n. NaOH oder 
0,2-n. HCl enthielten und mit Wasser auf das gleiche Volumen 
aufgefiillt waren. Nach 3 Tagen bei 37° wurde mit Gerbsiure- 
lésung gefallt und wie oben analysiert. Die Kontrollziffern 
waren fiir Z 1,5 und fir J 1,6. 


L. M. 
2eem NaOH 4,6; py, = 8,54 4,9 
1 ” 9,9 7,85 
O ie 6,4 10,95 
1 cem HCl 9,3 18,8 
2 i 10,7 23,0 
3 , 10,7 24,25 
4 4 23,5 82,3 


In diesem Falle war also Casein das Substrat fiir die in 
ZL und M vorhandenen Enzymmengen. In folgender Tabelle 
sind die Ziffern angegeben, welche mit 25 ccm Peptonlisung 
als Substrat und 20 ccm JZ oder & erhalten wurden, Die 
Kontrollziffern waren fiir die Reihe mit 13,7 undfiirdie mit 1/ 14,5. 


L M 
4ccm NaOH 9,5 12,1 
3 " 9,8 12,3 
2 be 10,5 | 12,95 
1 s 10,7 13,2 
0 - 10,8; P, = 7,82 17,4; Pa 7,82 
1 HCl 9,15 13,0 
2 ia 5,6 10,8 
8 is 5,7 9,8 
4 “ 3,4 4,8 


Dieser Versuch iiber die EKinwirkung der Siurebehandlung 
wurde wiederholt, wobei die Behandlung der Proben Z und M 
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mit Séure ganz in derselben Weise geschah wie im oben be- 
schrieben Versuche. 

Nach der Behandlung mit Saéure wurde p, fiir J = 5,08 
und fir M=5,10 gefunden. Nach der Dialyse war p, fir 
L8,72 und fir M = 8,77. 

Die Proben, in welchen die Einwirkung der Enzyme auf 
Casein oder Pepton stattfand, wurden aber in anderer Weise 
bereitet als oben, indem diese Proben beide Enzymlésungen 
L und M enthielten, obwohl die Enzyme in einer durch Er- 
hitzen zerstért war. Die Reihe, in welcher J wirksam war, 
enthielt 20 com J + 20 com M erhitzt + 25 ccm Casein- oder 
oder Peptonlésung usw. Hierdurch wurde offenbar das Sub- 
strat in den zu vergleichenden Reihen genau dasselbe. Mit 
Casein als zugesetztes Substrat wurden folgende Ziffern erhalten: 


L wirksam M wirksam 


2cem NaOH 0,35 2,55 

4 HCl 6,65 17,35 

5 P 12,95 23,3 p, = 4,28 
6 12,7 20,5 

1 2 12,4 19,45 


Der Kontrollwert 2,2 war offenbar derselbe in beiden 
Reihen. 

Die EKinwirkung auf Pepton wurde nur bei der fir die 
Enzymwirkung giinstigsten Reaktion (p, = 8) studiert. Es 


ergab sich 
L wirksam M wirksam 


2,6 12,5 

Die Kontrollprobe ergab 15,0, welcher Wert bereits ab- 
gezogen ist. 

Die zwei letzten Versuche zeigen also iibereinstimmend, 
daB die Lésung M, erhalten durch direkte Behandlung der 
Nierensubstanz mit schwacher Siure mehr von den beiden in 
der Niere nachgewiesenen Enzymen enthilt als die Liésung J, 
welche in der Weise erhalten wurde, daB die Siurebehandlung 
erst nach vorhergehender 24-stiindiger Behandlung mit Wasser 
stattfand. Diese Ergebnisse stehen offenbar in villiger Uber- 
einstimmung mit meinen oben beschriebenen Versuchen mit der 
ganzen Nierensubstanz und sie kénnen, so viel ich sehen kann, 
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nur in der Weise erklirt werden, daB wihrend der Wasser- 
behandlung von / bei annihernd neutraler Reaktion (p, = 6,8) 
ein Teil der vorhandenen Enzyme dauernd auBer Wirkung ge- 
setzt werden. Dieser ProzeB wird durch sofortige Behandlung 
mit Saure verhindert. Die Siurebehandlung hat offenbar eine 
verschiedene Wirkung je nachdem sie sofort oder nach voran- 
gehender Behandlung mit Wasser stattfindet. DaB die Enzym- 
mengen unter dem Einflu8 der Siure in irgendwelcher Weise 
zunehmen wiirden, geht aus meinen Versuchen nicht hervor. 
Ganz dieselben Verhiltnisse habe ich bei der Milz gefunden; 
nur findet sich da auch ein auf die Organsubstanz und auf 
Casein bei alkalischer Reaktion wirkendes Enzym, das in der 
gleichen Weise wie die anderen durch Siuren beeinfluBt wird. 


Zusammenfassung. 


Die proteolytischen Enzyme, welche in der Pferdeniere 
angetroffen wurden, sind 

1. ein Erepsin, das auf Pepton am besten bei alkalischer 
Reaktion (p, = 7,8) einwirkt. 

2. Kin Enzym, das auf die KiweiBkérper des Organs und 
auf Casein am besten bei schwach saurer Reaktion (p,, = 4,3—5,6) 
einwirkt. 

3. Bei der Wasserstoffionenkonzentration, welche eben die 
giinstigste fiir die Pepsinwirkung ist, findet kein Umsatz statt. 

4, Ein Enzym nachzuweisen, das am besten bei alkalischer 
Reaktion auf das EKiweiB des Organs oder auf Casein einwirkt, 
ist mir nicht gelungen. Wenn ein solches Enzym vorhanden 
ist, muB es sehr schwach sein. 

5. Wenn die ganz frische Niere bei schwach alkalischer 
oder sehr schwach saurer Reaktion aufbewahrt wird, verlieren 
die Enzyme zum grofen Teil dauernd ihr Wirkungsvermégen. 
Dieser ProzeB wird durch sofortige Zugabe von etwas Siure 
verhindert. 


Da nun die Milz und die Niere von mir mit denselben 
Methoden in bezug auf die proteolytischen Enzyme untersucht 
worden sind, ist es von erheblichem Interesse nachzusehen, 
inwieweit die Ergebnisse in den beiden Fallen iibereinstimmen. 
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Es ergibt sich dabei, da& die oben unter 1, 2, 3 und 5 an- 
gegebenen Resultate ebensogut fiir die Milz wie fiir die Niere 
siiltig sind. Nach 4 fehlt in der Niere ein Enzym, das auf 
das Organ oder Casein am besten bei alkalischer Reaktion 
wirkt. In der Milz ist ein solches Enzym entschieden vor- 
handen und liBt sich besonders nach Einwirkung von Saure 
auf das ganz frische Organ nachweisen. Aus der erwdhnten 
Ubereinstimmung zwischen den mit der Milz und mit der Niere 
erhaltenen Ergebnissen ist offenbar nicht ohne weiteres zu 
folgern, daB die unter den gleichen Bedingungen wirkenden 


Knzyme in beiden Fallen identisch sind. 


Seitdem obiges bereits geschrieben war, ist eine Arbeit 
von Bradley erschienen, welche sich mit den proteolytischen 
Knzymen der Rinderniere befabt.') Seime Angaben iiber die 
in der Rinderniere vorhandenen proteolytischen Enzyme decken 
sich in erfreulicher Weise mit den von mir mit Pferdeniere 
gefundenen und oben unter 1, 2, 3 und 4 zusammengefabten 
‘Tatsachen. 

Bradley s Untersuchungen waren aber nicht auf die Frage 
eingerichtet, ob die Saéurebehandlung irgendwelchen KinfiuB 
auf die Menge an wirksamen Enzymen ausiibt, und er hat 
sich deshalb nicht tiber die von mir unter 5 beriihrte Beob- 
bachtung geiiuBert. In Ubereinstimmung mit Dernby®) hat 
er aber gefunden, daf die bei der Siiurebehandlung statt- 
gefundene Verainderung des Niereneiweibes, wobei Albumosen 
und Peptone entstehen, erméglicht, daf nachher das Erepsin 
bei alkalischer Reaktion wirken kann. 


) Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 466 (1922). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 179 (1918). 





